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1.1 Introduction générale 
1.1.1 Le flux de l’information génétique 
La cellule est l’unité fondamentale du vivant. En son sein se déroule un ensemble de 
réactions chimiques régulées appelé métabolisme qui lui permet de croître et de se reproduire. La 
cellule est composée de macromolécules très diverses en composition, en taille et en fonction. Soit 
elles sont nécessaires à la structure de la cellule, soit elles représentent un apport énergétique, soit 
elles confèrent une fonction spécifique à la cellule. La plupart de ces éléments constitutifs et 
fonctionnels sont synthétisés grâce à l’expression de l’information génétique. 
Les réactions qui gouvernent cette expression de l’information génétique font partie du 
métabolisme de la cellule. Ces réactions sont, dans un premier temps, la transcription de l’acide 
désoxyribonucléique (ADN) en acide ribonucléique (ARN) et, dans un second temps, la traduction des 
ARN dits messagers (ARNm) en protéines. A ces réactions s’ajoute la réplication (ou duplication) de 
l’ADN, synthèse d’ADN à partir d’ADN,  et la transcription inverse (ou reverse), synthèse d’ADN à 
partir d’ARN (figure 1). Chez les virus, on pourra ajouter la réplication de l’ARN, le génome viral 
pouvant être de type ARN.  
Dans ce mémoire, c’est au mécanisme de transcription que nous nous intéressons. 
 




1.1.2 Quelques mots sur notre modèle d’étude, la levure 
Saccharomyces cerevisiae 
Quelques mots sur l’organisme modèle utilisé au cours de ce travail : Saccharomyces 
cerevisiae, appelée « levure de boulanger » ou aussi « levure de bière ». 
La levure S. cerevisiae est reconnue comme un organisme modèle d’études, représentant un 
eucaryote simple dont le génome est facilement manipulable. La levure partage avec la bactérie de 
nombreux avantages techniques qui ont permis une avancée rapide de leur étude génétique et 
moléculaire : une croissance rapide, des cellules dispersées, une facilité de réplication et d’isolation 
sur milieu solide, un système génétique bien défini et, surtout, un système de transformation de 
l’ADN très flexible. D’autant plus que ce microorganisme n’est pas pathogène. 
En 1996, Saccharomyces cerevisiae a été le premier eucaryote dont on a obtenu la séquence 
complète du génome (Goffeau et al., 1996). Elle devient alors un organisme modèle-clé dans les 
études génomiques. Ce champignon (fungus), de la famille des ascomycètes, appartient comme les 
animaux au phylum des opisthokontes. Son génome de 12 Mb contient au moins environ 6 000 
gènes dont la plupart trouvent leurs orthologues chez l’homme (3 200 Mb, environ 30 000 gènes). On 
comprend alors que l’étude du génome de S. cerevisiae soit d’un aussi grand intérêt pour l’homme. 
Les souches de S. cerevisiae, contrairement à d’autres microorganismes, sont stables non 
seulement sous leur forme diploïde mais aussi haploïde. Elles ont également l’avantage d’être viables 
avec un grand nombre de marqueurs génétiques, ce qui rend possible différents tests de 
caractérisation de mutations et de complémentation. Le développement de la transformation de 
l’ADN a rendu la levure particulièrement abordable au clonage de ses gènes et aux techniques 
d’ingénierie génétique. De l’ADN peut y être introduit via des plasmides autonomes ou intégré dans 
le génome par recombinaison homologue. La levure a largement été utilisée en génétique classique  
et en génétique inverse, contribuant à l’étude de gènes jusque -là encore inaccessible. 
Les techniques de biologie moléculaire ont largement été exploitées chez S. cerevisiae dans 
l’étude de la régulation de gènes, la relation structure-fonction des protéines, la structure des 
chromosomes et autres grandes questions de la biologie cellulaire. 
1.2 La transcription par l’ARN Pol III chez Saccharomyces 
cerevisiae 
La transcription est catalysée par les ARN polymérases (ARN Pol). Depuis le début des années 
1970, des biochimistes ont caractérisé différentes ARN Pol (pour articles récents, voir Archambault et 
Friesen, 1993 ; Cramer et al., 2002).  Alors que les procaryotes ne possèdent qu’une seule et unique 
ARN Pol, les eucaryotes utilisent trois ARN Pol distinctes pour transcrire leur génome, auxquelles il 
est nécessaire d’ajouter les ARN Pol spécifiquement dédiées à la transcription des génomes 
mitochondriaux ou chloroplastiques. L’ARN polymérase I (ARN Pol I), est responsable de la 
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transcription du gène spécifiant le précurseur 35S des ARN ribosomiques (ARNr) (Paule et White, 
2000). L’ARN polymérase II (ARN Pol II), transcrit l’ensemble des précurseurs des ARN messagers 
(ARNm) ainsi que des petits ARN stables et non traduits impliqués dans l’épissage, la modification des 
ARNr ou la régulation post-transcriptionnelle comme les ARNsn (pour small nuclear) et un certain 
nombre d’ARNsno (pour small nucleolar). Enfin, l’ARN polymérase III (ARN Pol III), synthétise des ARN 
nécessaires à la traduction comme les ARN de transfert (ARNt) ou l’ARNr 5S ainsi que d’autres petits 
ARN stables et non-traduits.   
La biosynthèse des facteurs nucléiques et protéines composant la machinerie de traduction 
est l’une des fonctions cellulaires la plus consommatrice en énergie de la cellule : plus de 80 % de 
l’activité totale des trois systèmes transcriptionnels y est consacrée, dont 15% sont assurés par l’ARN 
Pol III (Warner, 1999). C’est à cette transcription par l’ARN Pol III que nous nous intéressons. 
Dans cette partie, nous verrons tout d’abord les gènes transcrits par l’ARN Pol III. Nous 
verrons ensuite quels sont les composants de la machinerie de la transcription par l’ARN Pol III puis 
comment se déroule cette transcription. Nous aborderons finalement dans une dernière partie 
l’aspect régulationnel de la transcription par l’ARN Pol III et la problématique qui concerne le travail 
présenté dans les chapitres suivants. 
1.2.1 Les transcrits par l’ARN Pol III 
Les gènes transcrits par l’ARN Pol III sont appelés « gènes de classe III ». L’ARN Pol III transcrit 
des petits ARN non traduits, d’une taille généralement inférieure à 400 pb. Ces nombreux ARN 
interviennent dans des voies métaboliques fondamentales à la cellule, notamment la traduction des 
ARNm et la maturation des ARN. L’ARN Pol III transcrit également une variété de petits ARN de 
fonction encore inconnue (pour revues White, 2008 ; Dieci et al., 2007). 
Parmi les transcrits synthétisés par l’ARN Pol III, on trouve en tout premier lieu les ARN de 
transfert (ARNt). Les ARNt sont les adaptateurs qui, au cours de la traduction, font correspondre un 
codon, séquence de trois bases, de l’ARNm à l’un des 20 acides aminés qui doit être incorporé à la 
chaîne polypeptidique naissante : les ARNt portent un anticodon, séquence de trois bases qui 
s’apparie au codon, et un acide aminé spécifique à l’anticodon.  Les cellules eucaryotes utilisent 40 à 
50 ARNt différents. En effet, la dégénérescence du code génétique explique l’existence de plus de 20 
ARNt (à un acide aminé peut correspondre plus d’un codon), mais leur nombre n’atteint pas les 64 
possibilités d’ARNt (4 bases possibles à chaque base du codon, soit 43) à cause du wobble, un mode 
d’appariement bancal qui permet à l’anticodon d’un ARNt de reconnaître plusieurs codons 
synonymes (correspondant au même acide aminé). De plus, étant donné la redondance des gènes 
spécifiant chaque ARNt, le nombre de gènes d’ARNt est considérablement plus important. Ainsi, la 
levure Saccharomyces cerevisiae possède 275 gènes d’ARNt (Goffeau et al., 1996 ; Percudani et al., 
1997). Ils sont dispersés sur tout le génome, mais semblent transcrits en foyers à proximité du 
nucléole (THOMPSON et al. 2003). 
Un autre petit ARN transcrit par l’ARN Pol III et participant à la traduction est l’ARNr 5S. 
L’ARNr 5S, spécifié par le gène RDN5, est composant de la grande sous-unité ribosomique. Chez S. 
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cerevisiae, RDN5 est présent en 100 à 200 copies localisées au sein des répétitions d’ADNr du 35S 
elles-mêmes transcrites au nucléole par l’ARN Pol I. (Nath and Bollon, 1977; Elion and Warner, 1984).  
Il existe d’autres transcrits synthétisés par l’ARN Pol III qui sont également incorporés dans 
des complexes ribonucléoprotéiques. Parmi eux, on trouve : 
 l’ARN 7SL (gène SCR1), composant de la particule de reconnaissance du signal (SRP) qui est 
impliquée dans l’adressage des protéines au réticulum endoplasmique. Avec ses 522 nucléotides 
(contre en moyenne 80 nucléotides pour un gène d’ARNt), SCR1 est le plus long gène de classe III 
(Felici et al., 1989). 
 l’ARNsn U6 (gène SNR6) intégré au spliceosome, le complexe assurant l’épissage des ARNm 
(Kunkel et al., 1986). 
 l’ARN H1 (gène RPR1) intégré à la RNase P, une enzyme impliquée dans la maturation de 
l’extrémité 5’ des ARNt (Lee et al., 1991). 
De manière remarquable, ces ARN sont essentiels à la viabilité cellulaire et participent à 
l’activité catalytique des complexes ribonucléoprotéiques dans lesquels ils sont retrouvés (Guerrier-
Takada et al., 1983 ; Nissen et al., 2000).  
Chez l’homme, d’autres ARN supplémentaires sont transcrits par l’ARN Pol III comme c’est le 
cas de l’ARN 7SK, impliqué dans la régulation de la transcription par l’ARN Pol II (pour revue, 
Diribarne et al., 2009), ou de la composante ARN de la RNase MRP. C’est le cas également des 
éléments SINE (Short Interspersed Nuclear Element) et des ARN vaults, dont la fonction exacte reste 
méconnue. Enfin, certains ARN viraux sont également transcrits par l’ARN Pol III : les ARN VAI et VAII 
de l’adénovirus et EBER1 et EBER2 du virus d’Epstein-Barr sont transcrits par l’ARN Pol III de la cellule 
hôte au cours de l’infection virale. 
L’analyse relativement récente de l’occupation de la machinerie de transcription par l’ARN 
Pol III sur le génome de plusieurs organismes différents a conduit à l’identification de nouveaux ARN 
transcrits par l’ARN Pol III (Harismendy et al., 2003 ; Isogai et al., 2007 ; Roberts et al., 2003 ; 
Moqtaderi et al., 2004 ; Pagano et al., 2007 ; Dieici et al., 2007).  L’évolution des technologies a 
même permis de séquencer directement l’ADN sur lequel les éléments de la machinerie de 
transcription pouvaient se lier (Canella et al., 2010 ; Barski et al., 2010 ; Moqtaderi et al., 2010 ; Raha 
et al., 2010 ; Oler et al., 2010). Les potentiels nouveaux gènes transcrits par l’ARN Pol III sont 
actuellement à l’étude. 
1.2.2 Les composants de la machinerie de transcription par l’ARN 
Pol III 
La transcription par l’ARN Pol III nécessite, en plus de la Pol elle-même, des facteurs 
d’initiation de la transcription : TFIIIA, TFIIIB et TFIIIC. Ces facteurs sont indispensables pour transcrire 
spécifiquement les gènes concernés. Ils sont nécessaires à l’étape de pré-initiation pour pouvoir 
initier correctement la transcription.  
Ces facteurs de transcription ont été identifiés lors de fractionnements protéiques réalisés à 
partir d’extraits de cellules humaines (Segall et al., 1980) et d’autres organismes dont la levure 
(Klekamp et Weil, 1982). La transcription reconstituée in vitro nécessitait, en plus de l’ARN Pol III,  les 
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trois fractions protéiques contenant les activités de TFIIIA, TFIIIB et TFIIIC. Ces facteurs sont 
nécessaires et suffisants pour initier correctement la transcription par l’ARN Pol III mais il n’est pas 
exclu que les fractions protéiques contiennent d’autres constituants non essentiels impliqués dans la 
transcription (Andrau et Werner, 2001 ; Kassavetis et Steiner, 2006). 
Afin de mieux comprendre la fonction de chacun des facteurs de transcription, il sera 
nécessaire d’aborder au préalable la classification des promoteurs des gènes de classe III : en effet 
leur structure détermine les composants indispensables de la machinerie de la transcription par 
l’ARN Pol III. Nous verrons ensuite la description de l’ARN Pol III et de chacun des facteurs de 
transcription TFIIIA, TFIIIB et TFIIIC. 
1.2.2.1 La structure du promoteur du gène transcrit détermine les facteurs de 
transcription recrutés 
L’ensemble des facteurs de transcription recrutés sur les gènes transcrits par l’ARN Pol III 
varie en fonction du promoteur du gène considéré.  Les promoteurs des transcrits par l’ARN Pol III 
ont une structure discontinue et peuvent être regroupés dans trois catégories distinctes (figure 2 ; 
pour revue, Scramm et Hernandez, 2002 ; Huang et Maraia, 2001). 
 Le promoteur de type 1, promoteur du gène de l’ARNr 5S, se situe dans la région codante du 
gène. Il se compose d’une boîte A suivie d’un élément intermédiaire puis d’une boîte C. La 
distance séparant les boîtes A et C est déterminante (environ 20 pb) pour l’efficacité de la 
transcription. Sur ce type de promoteur, le facteur TFIIIA se fixe d’abord sur la boîte C. Ensuite, 
TFIIIA recrute le facteur TFIIIC lequel recrute à son tour TFIIIB. Enfin, l’ARN Pol III complète ce 
complexe de préinitiation sur le promoteur du gène et amorce l’initiation de la transcription.  
 Le promoteur de type 2 concerne notamment les gènes codant pour les ARNt, l’ARN 7SL et des 
gènes viraux. Il est également situé dans la région transcrite du gène et est caractérisé par la 
présence de deux boîtes A et B. L’efficacité de la transcription dépend fortement de la nature de 
ces séquences. Pour ce type de promoteur, le facteur TFIIIC se lie directement aux boîtes 
promotrices internes. Ensuite, TFIIIB puis l’ARN Pol III sont recrutés sur le gène. 
 Chez l’homme, le promoteur de type 3, concernant le gène de l’ARNsn U6, se compose d’un 
élément distal (Distal Sequence Element, DSE) localisé très en amont du site d’initiation de la 
transcription, d’un élément proximal (Proximal Sequence Element, PSE) et d’une boîte TATA 
situés juste en amont de la région transcrite. Chez S. cerevisiae, le promoteur du gène de l’ARNsn 
U6 est mixte : il consiste en éléments internes et externes à la région codante du gène (boîte A 
notamment, de manière comparable aux promoteurs de type 2, et boîte TATA). Sur la séquence 
PSE est recruté le complexe SNAPc (snRNA activating protein complex, également appelé PSE 
transcription factor (PTF) ou PSE-binding protein (PBP)), tandis que parallèlement est recruté le 
facteur d’activation Oct-1 sur la séquence DSE. Ensuite une sous-unité du facteur TFIIIB, TBP 
(TATA box binding protein), est recrutée sur la boîte TATA. Une fois le facteur TFIIIB en place, 




Figure 2.  Les facteurs de transcription recrutés sur les différents types de promoteurs des 
gènes de classe III 
Les trois éléments du promoteur interne de type 1 sont regroupés dans l’Internal Control Region (ICR). Dans 
le promoteur de type 2, on retrouve les boîtes internes A et B. Le promoteur de type 3 contient un élément 
proximal (Proximal Sequence Element, PSE) et une boîte TATA. Les flèches marquent les sites d’initiation de 
transcription tandis que les signaux de terminaison sont indiqués par une suite de T (thymidines). 
Parmi les facteurs de transcription requis, on trouve : les éléments du facteur TFIIIB  en jaune, le facteur 
TFIIIC en bleu, TFIIIA en vert clair, et l’ARN Pol III (RNAP) en vert foncé.  Sur le promoteur de type 3, on trouvera 
en plus le complexe SNAPc pour l’initiation du gène. (D’après Canella et al., 2010) 
1.2.2.2 L’ARN Pol III 
Les ARN Pol sont des complexes multiprotéiques qui assurent la transcription. 
Historiquement, les trois ARN Pol eucaryotes I, II et III étaient respectivement appelées A, B 
et C. Chacune de ces trois ARN Pol eucaryotes est plus complexe que l’ARN Pol bactérienne de 
structure ααββ’ω, mais leurs structures globales sont toutefois similaires. Chaque ARN Pol eucaryote 
est un complexe multiprotéique composé de deux grandes sous-unités, homologues aux sous-unités 
bactériennes β et β’, qui sont toujours associées à des sous-unités plus petites (figure 3).  
Ainsi, sur les 17 sous-unités de l’ARN Pol III (693 kDa), cinq sont communes aux trois ARN 
Pol (ABC27, ABC23, ABC14,5, ABC10α et ABC10β), deux autres sont partagées seulement avec l’ARN 
Pol I (AC19 et AC40), cinq sont homologues à des sous-unités de l’ARN Pol I et/ou II (C160, C128, C25, 




Figure 3.  Architecture des ARN Pol 
Représentation schématique des ARN Pol bactérienne, archaea et eucaryotes. On retrouve chez toutes ces 
ARN Pol une structure de base similaire composée de deux grandes sous-unités (en gris et orange). Les autres 
sous-unités qui s’y associent sont indiquées pour chaque groupe. (D’après Cramer, 2002) 
Chez S. cerevisiae, les sous-unités sont au nombre de 14 pour la Pol I, 12 pour la Pol II et 17 pour la Pol III. 
Certaines sous-unités sont spécifiques à leur Pol, d’autres sont communes à deux ou toutes les Pol : une sous-
unité synthétisée à partir d’un gène pourra être intégrée à l’un ou l’autre des complexes multiprotéiques. 
C34 et C31) (Huang et Maraia, 2001 ; Geiduschek et Kassavetis, 2001 ; Hu et al., 2002 ; Schramm et 
Hernandez, 2002 ; Carter et Drouin, 2010) (figure 4). On note toutefois que les sous-unités C53 et 
C37 présentent une faible homologie de séquence avec le facteur d’initiation de TFIIF de la 
machinerie de transcription par l’ARN Pol II. De même, les sous-unités C82 et C34 pourraient être 
apparentées aux sous-unités α et β du facteur d’initiation TFIIE. 
La structure cristallographique de l’ARN Pol III n’a pas encore été obtenue mais la prédiction 
de localisation des sous-unités de l’ARN Pol III (Flores et al., 1999) et l’obtention du cristal de l’ARN 
Pol II, qui partage des sous-unités homologues au complexe multiprotéique de l’ARN Pol III (Cramer 
et al., 2002 et 2006 ; Geiduschek et Kassavetis, 2001), ont permis de proposer un modèle de 
structuration de l’ARN Pol III dans lequel les 17 sous-unités ont été replacées.  Ce modèle a été affiné 
grâce à l’utilisation de la spectrométrie de masse et de la cryo-microscopie électronique (Lorenzen et 
al., 2007 ; Fernández-Tornero et al.,  2007) (figure 5). 
L’ARN Pol III possèderait un cœur de dix sous-unités similaire à celui retrouvé chez la Pol II 
(Armache et al., 2005 ; Cramer et al., 2001), duquel dépasse le sous-complexe C17/C25. Ce sous-
complexe C17/C25 est impliqué dans l’initiation de la transcription via la reconnaissance des facteurs 
de transcription et fixerait par ailleurs le transcrit naissant (Dezélée et al., 1976 ; Jasiak et al., 2006). 
Les sous-unités C82, C34 et C31 forment un sous-complexe trimérique stable (Werner et al., 1992 ; 
Wang et Roeder, 1997), localisé au-dessus du sillon central du complexe entier où se loge l’ADN 
(Fernandez-Tornero et al.,  2007). C53 et C37 forment un hétérodimère qui interagit avec le 
précédent sous-complexe pour ouvrir l’ADN au niveau du promoteur (Kassavetis et al., 2010). Ils ont 
également un rôle dans la reconnaissance des séquences de terminaison (Landrieux et al., 2006). De 
plus, cet hétérodimère, lorsqu’il est associé à C11, intervient également dans la réinitiation facilitée. 
Quant à la sous-unité C11, elle est impliquée dans l’activité de clivage de l’ARN intrinsèque à la Pol III 
(Chédin et al., 1998). 
Chez l’homme, on trouve deux isoformes de l’ARN Pol III selon qu’elle contienne la sous-unité 
RPC32α (ARN Pol IIIα) ou RPC32β (ARN Pol IIIβ). La forme β est considérée comme la forme générale 
de l’ARN Pol III, la forme α étant exprimée dans des types cellulaires spécifiques et de manière 





Figure 4.  Représentation schématique des sous-unités d’ARN Pol bactérienne, eucaryotes et 
archaebactérienne 
Les sous-unités sont représentées classées par taille, à l’image d’une séparation électrophorétique de 
protéines. Les sous-unités de même couleur sont paralogues chez S. cerevisiae et orthologues entre règnes du 
vivant. Les sous-unités communes aux trois ARN Pol de levure S. cerevisiae sont reliées entre elles par un trait 
noir. Les sous-unités spécifiques à la Pol I et spécifiques à la Pol III sont hachurées. 
 
Figure 5.  Structure de l’ARN Pol III comparée à celle de l’ARN Pol II 
A gauche, une représentation schématique de la Pol II avec les correspondances des sous-unités de la Pol III 
entre parenthèses. Au milieu et à droite, la structure de la Pol III déterminée par cryo-microscopie. La 
superposition de la Pol III et de la Pol II (représentation en ruban au milieu) fait apparaître les domaines 
absents dans l’ARN Pol III (numérotées « MD ») et les domaines spécifiques à la Pol III (numérotées « AD » et 
représentées en vert). (d’après Fernandez-Tornero et al., 2007) 
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1.2.2.3 Les facteurs de transcription des gènes de classe III 
Au cours d’une transcription in vitro, l’ARN Pol III purifiée est capable de terminer 
correctement la synthèse de l’ARN (Cozzarelli et al., 1983). Cependant, elle ne parvient pas à réaliser 
seule la transcription spécifique d’un gène : l’ARN Pol III ne possède pas de capacité intrinsèque de 
reconnaissance des promoteurs décrits précédemment. Chez Saccharomyces cerevisiae, l’initiation 
précise de la transcription est en effet dépendante des facteurs de transcription TFIIIC, TFIIIB et, dans 
le cas de la transcription de l’ARNr 5S, de TFIIIA. Dans cette partie, nous nous intéressons plus 
particulièrement aux facteurs de transcription TFIIIA, TFIIIC et TFIIIB décrits chez la levure S. 
cerevisiae. 
1.2.2.3.1 Le facteur TFIIIA 
Le facteur TFIIIA (50 kDa chez S. cerevisiae) est une protéine spécifique à la transcription du 
gène de l’ARNr 5S (RDN5). Son rôle est celui d’un adaptateur, intermédiaire ente le facteur TFIIIC et 
le promoteur spécifique du gène RDN5.  
TFIIIA a été le premier facteur de transcription purifié grâce à sa grande abondance dans les 
œufs de xénope (Engelke et al., 1980). Il est essentiel à la viabilité de la levure. TFIIIA est peu 
conservé au cours de l’évolution avec moins de 20 % d’identité de séquence avec celle de son 
homologue amphibien (Archambault et al., 1992). 
TFIIIA se lie à la boîte promotrice C du gène de l’ARNr 5S et est de ce fait indispensable à sa 
transcription (Camier et al., 1995).  Le facteur TFIIIA contient neuf doigts de zinc chez S. cerevisiae qui 
lui permettent de se lier à l’ADN (Gaskins et Hanas, 1990). Les doigts de zinc 1 et 7 de TFIIIA 
interviennent spécifiquement dans le recrutement de TFIIIC (Rothfels et al., 2007). 
1.2.2.3.2 Le facteur TFIIIC 
Chez S. cerevisiae, le facteur TFIIIC (600 kDa) est composé de six sous-unités. Ce complexe 
protéique est également essentiel à la viabilité de la levure. TFIIIC reconnaît à la fois le complexe 
TFIIIA-RDN5 (lorsque TFIIIA est lié au promoteur du gène RDN5) et les boîtes A et B des promoteurs 
de type 2. 
Chez la levure, des études de protéolyses ménagées de ce facteur de transcription ont 
montré l’existence de deux domaines nommés τA et τB (Marzouki et al., 1986).Ces deux entités sont 
visibles sous forme de deux particules globulaires associées en microscopie électronique (Schultz et 
al., 1989). Le domaine τA est composé des sous-unités τ131, τ95 et τ55 tandis que le domaine τB est 
composé des sous-unités τ138, τ91 et τ60.  
L’association spécifique et stable de TFIIIC au promoteur intragénique de type 2 exige d’abord 
l’établissement d’une liaison forte entre τB et la boîte promotrice B, puis une liaison faible de τA à la 
boîte promotrice A (Marzouki et al., 1986 ; Deprez et al.,  1999 ; Ducrot et al., 2006 ). L’association 
des domaines de TFIIIC et le recrutement du facteur de transcription TFIIIB par TFIIIC sur le gène 
implique particulièrement la sous-unité τ60 de τB (Mylona et al., 2006). 
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1.2.2.3.3 Le facteur TFIIIB 
Le facteur TFIIIB (200 kDa) est le facteur nécessaire au recrutement de l’ARN Pol III quel que 
soit le type de promoteur du gène. Le facteur TFIIIB n’est pas une entité moléculaire stable : son 
activité peut être séparée par chromatographie en deux fractions nommées B’ et B’’ (Kassavetis et 
al., 1990 ; Huet et al. 1994). Deux des sous-unités de TFIIIB, Brf1 et TBP, sont présentes dans la 
fraction B’ (Margottin et al., 1991; Kassavetis et al., 1992b; Lobo et al., 1992; Simmen et al., 1992) 
tandis que la troisième sous-unité, Bdp1, est présente dans la fraction B’’ (Bartholomew et al., 1991; 
Kassavetis et al., 1991).  
Parmi les trois sous-unités de TFIIIB, la protéine TBP (TATA Binding Protein, 27 kDa) a la 
particularité d’être un facteur commun aux transcriptions par les trois types d'ARN Pol I, II et III 
(Margottin et al., 1991 ; Steffan et al., 1996). TBP se lie à l’ADN, au niveau de la boîte TATA située en 
amont du site d’initiation des gènes. Elle contribue à la stabilité de la liaison du facteur entier TFIIIB 
sur les gènes de classe III (Huet and Sentenac, 1992). On notera l’existence chez les mammifères de 
trois paralogues de TBP : les TBP-related factors (TRF). Parmi eux, TRF1 et TRF3 sont 
vraisemblablement les seules formes impliquées dans la transcription par l’ARN Pol III (pour revue, 
Teichmann et al., 2010). 
Une deuxième sous-unité de TFIIIB est la protéine Brf1 (pour TFIIB related factor 1, 67 kDa). 
Cette sous-unité est importante dans la stabilité du complexe TFIIIBADN et dans le recrutement de 
l’ARN Pol III au promoteur. La région N-terminale de Brf1 interagit non seulement avec TBP 
(SCHRODER et al. 2003) mais aussi avec TFIIIC (CHAUSSIVERT et al. 1995 ; WANG and ROEDER 1995). 
D’ailleurs, cette partie N-terminale de Brf1 est homologue au facteur TFIIB (facteur de la 
transcription par l’ARN Pol II) qui interagit de manière très comparable avec le facteur TFIID qui 
contient TBP pour recruter l’ARN Pol II sur l’ADN (ORPHANIDES et al. 1996; revue de SCHRAMM and 
HERNANDEZ 2002). La partie C-terminale de la protéine Brf1 ne présente aucune similitude avec 
d’autres facteurs de transcription mais possède trois régions conservées dont notamment une 
impliquée dans des interactions avec les autres sous-unités TBP et Bdp1 (KASSAVETIS et al. 2006). 
Finalement, Brf1 participe aux dernières étapes de l’initiation, notamment lors de l’ouverture de la 
double hélice d’ADN et au démarrage de la fourche de transcription (KASSAVETIS et al. 2003). Chez les 
mammifères, deux formes du facteur TFIIIB coexistent suivant la présence de Brf1 (TFIIIB-β) ou de 
son isoforme Brf2 (TFIIIB-α) ; le facteur humain TFIIIB-β est requis pour les promoteurs de types 1 et 
2 alors que le facteur TFIIIB-α est celui nécessaire au recrutement de l’ARN Pol III sur le gène humain 
de l’ARNsn U6 (promoteur de type 3) (Teichmann et Seifart., 1995 ; Teichmann et al., 1997 ; 
McCulloch et al., 2000). 
La troisième sous-unité de TFIIIB est la protéine Bdp1 (pour TFIIIB double prime 1, 68 kDa). 
Bdp1 est nécessaire à l’assemblage de TFIIIB. Il interagit en effet in vitro avec le complexe 
TFIIIC•Brf1•TBP•ADN et le stabilise, rendant ainsi possible le recrutement de l’ARN Pol III (Rüth et al., 
1996). L’analyse de la séquence polypeptidique de Bdp1 révèle un domaine caractéristique de liaison 
à l’ADN, le domaine SANT, qui interagit avec Brf1 (Aasland et al., 1996). Bdp1, conjointement avec 
Brf1, est particulièrement impliqué dans l’ouverture du promoteur et dans l'initiation de la 
transcription par l’ARN Pol III (Kassavetis et al., 2003). Bdp1 joue également un tout autre rôle, dans 
la maturation des ARNt, via une interaction avec la RNase P (Ishiguro et al., 2002).  
21 
 
1.2.3 Les différentes étapes de la transcription par l’ARN Pol III chez 
Saccharomyces cerevisiae  
La caractérisation des facteurs de transcription est loin d’être précise. Néanmoins un modèle 
séquentiel a été proposé sur la base des interactions découvertes et des nombreuses expériences de 
transcription in vitro.  
La transcription d’un gène peut être décomposée en quatre étapes distinctes (pour une 
revue, Paule et White, 2000) (figure 6). La première est le recrutement des facteurs généraux de 
transcription au niveau des promoteurs puis la reconnaissance par l’ARN Pol III de ce complexe 
ADNfacteur. La Pol III est alors présente au site d’initiation de la transcription, en interaction directe 
avec l’ADN et les facteurs. Cet ensemble forme le complexe de pré-initiation (PIC). Ensuite, à la 
deuxième étape qui est l’initiation, une bulle de transcription se forme, correspondant à la 
dénaturation locale de l’ADN et à l’ouverture du double-brin. Puis à la troisième étape, la Pol III entre 
en élongation processive et incorpore les nucléotides à l’ARN naissant. Enfin, à l’arrivée au 





Figure 6.  Les quatre étapes de la transcription par l’ARN Pol III 
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1.2.3.1 La formation du complexe de pré-initiation 
La formation du complexe de pré-initiation est la première étape, cruciale, de la transcription 
par l’ARN Pol III. C’est à cette étape que l’ARN Pol III est correctement positionnée sur le site 
d’initiation de la transcription. Cette étape conduit à l’assemblage de l’ensemble des facteurs 
essentiels à l’initiation de la transcription (figure 7).  
Dans le cas du gène RDN5 (spécifiant l’ARNr 5S), la formation du complexe de préinitiation 
débute par la liaison de TFIIIA sur les séquences promotrices. Les doigts de zinc de la région N-
terminale de TFIIIA se lient à la boîte promotrice C au niveau du grand sillon de la double hélice 
d’ADN. Cette liaison constitue le principal point d’ancrage de TFIIIA au promoteur du gène. Une 
liaison de plus faible affinité s’établit ensuite entre d’autres doigts de zinc et la boîte promotrice A 
(Nolte et al., 1998). La liaison de TFIIIA aux séquences promotrices du gène de l’ARNr 5S est 
hautement spécifique mais relativement instable (Hanas et al., 1984). Elle est cependant stabilisée 
par l’association de TFIIIC (Keller et al., 1992).   
Pour l’ensemble des autres gènes de classe III, le premier facteur recruté sur les séquences 
promotrices est TFIIIC chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Les sous-unités τ138 et τ91 du sous-
domaine τB coopèrent pour la liaison de TFIIIC à l’ADN (Arrebola et al., 1998). Les protéines τ95 et 
τ55 du sous-domaine τA se positionnent ensuite respectivement près de et à l’extrémité 3’ de la 
boîte A. La sous-unité τ55 est en contact direct avec τ95 par son extrémité C-terminale (Manaud et 
al., 1998), tandis que τ60 semble faire le pont entre les domaines τA et τB (Deprez et al., 1999). 
Ensuite, τ60 et τ131 conduisent le recrutement de TFIIIB en interagissant notamment avec les sous-
unités Bdp1 et TBP de TFIIIB (Rüth et al., 1996; Dumay-Odelot et al., 2002 ; Mylona et al., 2006). τ131 
est une protéine très structurée, formée d’une succession d’hélices α, dont les changements de 
conformation induits par mutation peuvent altérer le recrutement de Brf1 (Moir and Willis, 2004). Le 
réseau d’interactions entre les deux facteurs généraux de transcription TFIIIC et TFIIIB conduit ainsi 
au positionnement de TFIIIB sur les régions en amont du site d’initiation de la transcription.  
Une fois le facteur TFIIIB recruté par TFIIIC, le complexe TFIIIB•ADN est stable. Cette stabilité 
ne dépend plus de la présence de TFIIIC sur l’ADN : in vitro, TFIIIC peut être dissocié de l’ADN par 
compétition avec de l’héparine, tandis que TFIIIB reste lié à l’ADN (Kassavetis et al., 1990). 
La mise en place de la machinerie transcriptionnelle est terminée par le recrutement et le 
positionnement correct de l’ARN Pol III. Elle implique essentiellement TFIIIB. Le positionnement de la 
Pol III au site initiateur de la transcription est assuré par un certain nombre d’interactions protéiques 
entre les sous-unités de TFIIIB, de TFIIIC et celles de la Pol III.  Les sous-unités C82, C34 et C31 de 
l’ARN Pol III sont requises dans la reconnaissance du complexe TFIIIB•ADN (Werner et al., 1992; 
Thuillier et al., 1995). Ensuite, du côté de TFIIIB, sa sous-unité Brf1 interagit avec les sous-unité C34  
et C17 de l’ARN Pol III (Werner et al., 1993; Khoo et al., 1994; Andrau et al., 1999 ; Ferri et al., 2000). 
Du côté de TFIIIC, la sous-unité τ131 interagit avec les sous-unités C53 et ABC10α de l’ARN Pol III 
tandis que la sous-unité τ138 est en relation avec ABC10α (Lefebvre et al., 1994 ; Dumay et al., 1999; 







Figure 7.  Modèle de la formation du complexe de pré-initiation de la transcription par l’ARN 
Pol III chez Saccharomyces cerevisiae 
Le facteur TFIIIC reconnaît les boîtes A et B via respectivement les domaines τA et τB. Il recrute ensuite le 
facteur TFIIIB en amont du gène. Le complexe ADN•TFIIIC•TFIIIB est reconnu par l’ARN Pol III qui est ainsi 
recrutée et positionnée correctement pour initier la transcription. Les chiffres en bleu indiquent l’ordre 
présumé des événements. 
 
1.2.3.2 L’initiation 
Une fois le complexe de pré-initiation correctement assemblé et l’ARN Pol III positionnée, 
l’initiation de la transcription peut débuter.  
L’ADN autour du site de démarrage de la transcription est dénaturé. L’ouverture de la double 
hélice d’ADN permet de former la bulle de transcription qui s’étend de part et d’autre du site 
d’initiation sur environ 22 pb (Kassavetis et al., 1990; Kassavetis et al., 1992a). L’ARN Pol est alors 
capable de synthétiser les premières liaisons phosphodiesters. Bdp1 serait impliqué dans la 
formation initiale de la bulle tandis que Brf1 aiderait à sa propagation (Kassavetis et al., 2003). 
Lorsque la taille du transcrit naissant atteint une dizaine de nucléotides (6 au minimum), la Pol 
change de conformation. Elle rompt alors les interactions précédemment établies avec le complexe 
de préinitiation et quitte le promoteur. Au cours de cette dernière étape de l’initiation de la 
transcription, appelée le départ ou l’échappement du promoteur, deux ou trois transcrits abortifs 





Au cours de l’élongation, la bulle de transcription progresse sur le gène et l’ARN Pol III 
synthétise au fur et à mesure l’ARN. La taille de la bulle diminue de 22 (à l’initiation) à 17 voire 13 pb 
(pendant l’élongation). Au sein de la bulle, le duplex formé par l’ADN et par la chaîne naissante 
d’ARN mesure environ 7 pb (Kassavetis et al., 1992a). A 20°C, la vitesse moyenne de synthèse de 
l’enzyme est de 20 nt/sec. La vitesse d’élongation est variable selon la région du gène, l’élongation 
n’étant pas un processus homogène. Certaines séquences du gène sont des sites de pause au niveau 
desquels l’ARN Pol III s’arrête, se rétracte en hydrolysant la dernière liaison phosphodiester formée, 
puis polymérise à nouveau, une ou plusieurs fois de suite. Le taux d’élongation de la chaîne est donc 
très variable en fonction de la composition de la séquence (Matsuzaki et al., 1994 ; Bobkova et Hall, 
1997). 
De manière intéressante, il semble que l’ARN Pol III soit capable de détacher TFIIIC au fur et à 
mesure de son avancée sur le gène (Bardeleben et al., 1994; Matsuzaki et al., 1994). Toutefois, des 
expériences de compétition entre différentes matrices ont montré que TFIIIC reste généralement 
associé à l’ADN (Ruet et al., 1984). Le facteur TFIIIC resterait alors lié à l’ADN en étant maintenu 
alternativement par τA puis τB au cours du passage de la Pol III. Une autre observation in vivo 
suggèrent l’exclusion de de TFIIIC sur l’ADN par l’ARN Pol III : l’occupation de TFIIIC sur un gène de 
classe III augmente en absence d’activité transcriptionnelle (Roberts et al., 2003). Mais une autre 
hypothèse serait que TFIIIC soit retenu par son interaction avec TFIIIB. En effet, lorsque la 
transcription est initiée de manière TFIIIB-indépendante en présence de TFIIIC, ce dernier se dissocie 
de l’ADN et est libéré dans le milieu (Bardeleben et al., 1994). En conclusion, l’analyse de 
l’occupation de TFIIIB, de TFIIIC et de l’ARN Pol III sur les gènes de classe III indique que TFIIIB et la 
Pol III sont bien présents sur les gènes, mais que TFIIIC ne semble pas y être spécifiquement 
représenté, ce qui soutient le caractère transitoire du complexe TFIIIC•ADN in vivo (Soragni et al., 
2008). 
1.2.3.4 La terminaison et le recyclage 
L’ARN Pol III est capable d’effectuer seule la terminaison de la transcription (pour revue 
Richard et Manley, 2009). L’ARN Pol III reconnaît le signal de terminaison de la transcription, 
composé d’une séquence de polythymines, sans l’aide d’aucun facteur annexe (Cozzarelli et al., 
1983). Cependant, on note que la reconnaissance du signal de terminaison par l’ARN Pol III est 
influencée par la région l’entourant (Braglia et al., 2005). La reconnaissance du signal de terminaison 
et le clivage de l’ARN sont deux activités distinctes pouvant être découplées (Campbell et al., 1992). 
Au cours de l’étape de terminaison, la Pol assure également l’activité de clivage de l’ARN naissant. 
Ainsi, le signal de terminaison oblige l’ARN Pol III à pauser, ce qui aboutit à sa dissociation de la 
matrice ADN (Bobkova et Hall, 1997) puis la Pol clive le transcrit. La sous-unité C11 de l’ARN Pol III 
semble impliquée dans ce clivage (Whitehall et al., 1994 ; Chédin et al. 1998b ; Landrieux et al., 
2006). 
Un autre phénomène accompagne en particulier la terminaison de la transcription par l’ARN 
Pol III. Il s’agit de la réinitiation facilitée de la transcription. En effet, passé le premier cycle de 
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transcription, l’ARN Pol III n’est pas libérée de la matrice : elle réinitie préférentiellement sur le 
même gène des cycles de transcription 5 à 10 fois plus rapidement que le premier cycle (Dieci et 
Sentenac, 1996).  
La sous-unité C11 est également impliquée dans cette étape de réinitiation, 
indépendamment de sa fonction dans le clivage de l’ARN naissant (Landrieux et al., 2006). Il a par 
ailleurs été observé que sur des petites unités transcrites, l’ARN Pol III reste toujours à proximité du 
promoteur, grâce notamment à la courbure de la molécule d’ADN (Ferrari et al., 2004). Cette 
propriété aiderait au recyclage efficace du complexe multiprotéique de l’ARN Pol III après la 
libération du transcrit synthétisé. Par ailleurs, les deux facteurs TFIIIB et TFIIIC sont impliqués dans 
cette réinitiation facilitée. A la fin d’un cycle de transcription, TFIIIB reste associé au promoteur et 
facilite la recapture de l’ARN Pol III aux séquences promotrices des petits gènes de classe III, 
permettant ainsi le démarrage rapide d’un autre cycle. La présence de TFIIIC stimule fortement le 
taux de réinitiation sur des gènes longs comme SCR1, probablement par compaction de l’unité de 
transcription via des courbures de l’ADN. Cependant, lorsque ces expériences sont réalisées en 
présence de TFIIIB recombinant et non plus à partir de la fraction B’’, la réinitiation n’est plus 
détectée, suggérant l’existence d’un élément nécessaire à la réinitiation facilitée dans la fraction B’’ 
(Ferrari et al., 2004 ; Ferrari et Dieci, 2008). 
1.2.3.5 Holoenzyme ou assemblage séquentiel de la machinerie de 
transcription ? 
La formation du complexe d’initiation de la transcription par l’ARN Pol III a tout d’abord été 
décrite comme un mécanisme séquentiel, grâce à des expériences in vitro. Le modèle d’assemblage 
séquentiel propose que les facteurs généraux de transcription se fixent sur le promoteur dans un 
ordre précis et assurent le recrutement ultérieur de l’ARN Pol.  
Toutefois, à ce modèle séquentiel s’oppose le modèle de type holoenzyme dans lequel la 
machinerie de transcription est pré-assemblée et fonctionnelle. L’existence de sous-complexes pré-
assemblés de la machinerie de transcription par l’ARN Pol III a été observée (Wang et al., 1997; Lane 
et al., 2011). Chez S. cerevisiae, un holoenzyme fonctionnel  a pu être caractérisé mais dans une 
proportion très faible (moins de 1% des ARN Pol III) (Chédin et al., 1998b). Cet holoenzyme pourrait 
par conséquent provenir d’un complexe de pré-initiation assemblé séquentiellement qui aurait été 
co-purifié dans des conditions ménagées. Une autre hypothèse expliquant la présence de sous-
complexes pré-assemblés est que les sous-unités se séquestrent en s’associant. Cette séquestration 
empêcherait ainsi des interactions avec d’autres protéines compétitrices et favoriserait par ailleurs 





1.3 La régulation de la transcription par l’ARN Pol III 
Au cœur de la cellule, de nombreux mécanismes se coordonnent et sont finement régulés en 
réponse à des changements environnementaux qui peuvent constituer un stress ponctuel ou 
permanent pour la cellule. L’adaptation de son métabolisme constitue un enjeu majeur pour la survie 
de la cellule. Cette adaptation en fonction des conditions environnementales nécessite entre autres 
la régulation de la transcription par l’ARN Pol III, essentielle à la synthèse des protéines et à la 
croissance. 
Dans cette dernière partie de l’introduction, nous décrirons quelques modulateurs ainsi que 
les régulations connues auxquelles la transcription par l’ARN Pol III est soumise. 
1.3.1 Modulateurs de la transcription par l’ARN Pol III 
Contrairement au système de transcription par l’ARN Pol II, seul un petit nombre d’éléments 
modulateurs a été identifié au cours d’études sur la transcription par l’ARN Pol III. Certains d’entre 
eux ont été identifiés chez les animaux et ne semblent pas conservés chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae.  
Parmi les facteurs stimulant la transcription par l’ARN Pol III, on répertorie TFIIA, TFIIS, Nhp6, 
Staf, la protéine La, les facteurs NF1, la topoisomérase I,PC4, l’activité TFIIIE et la RNAse P. Du côté de 
la répression, on recense la protéine Dr1. Tous ces facteurs, récapitulés en tableau 1 , ont été plus ou 
moins bien caractérisés et peuvent réguler la transcription à plusieurs étapes, de l’initiation à la 
réinitiation. 
1.3.1.1 TFIIA et TFIIS 
Deux facteurs de la machinerie de transcription par l’ARN Pol II, TFIIA et TFIIS, respectivement 
impliqués dans l’initiation et l’élongation de la transcription par l’ARN Pol II (pour revue récente, 
Nechaev et Adelman, 2010), sont capables de stimuler la transcription par l’ARN Pol III. La fonction 
réelle de ces facteurs dans la transcription par l’ARN Pol III reste largement incomprise. 
L’addition de TFIIA  recombinant à un système de transcription reconstitué avec des fractions 
hautement purifiées de TFIIIB, TFIIIC et d’ARN Pol III stimule la transcription des trois types de gènes 
transcrits par l'ARN Pol III (gènes d’ARNt, viraux, de l’ARNr 5S et de l’ARNsn U6) (Waldschmidt et 
Seifart, 1992 ; Meissner et al., 1993). Par ailleurs, des analyses d’immunoprécipitations de 
chromatine (ChIP) avec le facteur TFIIA n’ont pas permis de montrer que ce facteur était présent sur 
les gènes transcrits par l’ARN Pol III, minorant l’idée d’une implication directe de TFIIA dans la 
transcription par l’ARN Pol III in vivo (Fairley et al., 2005). 
Contrairement à TFIIA, le facteur TFIIS est présent sur les gènes transcrits par la Pol III, et des 
mutations dans ce facteur affectent l’occupation de l’ARN Pol III sur ces gènes (Ghavi-Helm et al., 
2008). L’une de ces mutations conduit, dans des conditions de croissance particulières, à une 
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diminution partielle de la transcription des gènes de classe III. En complément, des transcriptions 
réalisées in vitro montrent que le facteur de transcription TFIIS aide à la sélection correcte du site 
d’initiation de la transcription par l’ARN Pol III (Ghavi-Helm et al., 2008). Son rôle dans la 
transcription in vivo par l’ARN Pol III n’est pas encore précisé. 
1.3.1.2 Nhp6 
Un autre stimulateur de la transcription par l’ARN Pol III est également important à l’étape 
d’initiation : il s’agit de la protéine Nhp6. Cette protéine fait partie de la famille des protéines 
chromatiniennes HMG (high mobility group), qui se lient de manière non spécifique à l’ADN.  
Un premier lien entre Nhp6 et la transcription par l’ARN Pol III a été mis en évidence lors d’un 
crible génétique visant à supprimer la mutation des gènes NHP6 (A et B) : le gène codant pour Brf1 
(sous-unité de TFIIIB), le gène SNR6 codant pour l’ARNsn U6 (transcrit par la Pol III) et celui codant 
pour une forme mutée de la sous-unité τ131 de TFIIIC sont des suppresseurs de la létalité causée par 
la mutation de Nhp6 (Kruppa et al., 2001). Et à l’inverse, les gènes NHP6 ont été retrouvés en tant 
que suppresseurs d’une mutation de SNR6 (Lopez et al., 2001). Nhp6 est requis pour la transcription 
efficace de l’ARNsn U6 in vivo (Martin et al., 2001) et est également capable de stimuler la 
transcription du gène in vitro reconstituée à partir d’extraits cellulaires bruts dépourvus de Nhp6 ou 
de fractions purifiées de Pol III et des facteurs de transcription (Kruppa et al., 2001 ; Lopez et al., 
2001 ; Braglia et al., 2007).  
Nhp6 est important au niveau du promoteur du gène, par sa capacité de structuration de la 
chromatine (Lopez et al., 2001). Sur le gène SNR6, l’occupation de la sous-unité TBP est réduite en 
l’absence de Nhp6 dans la cellule (Eriksson et al., 2004). Nhp6 est également impliqué dans 
l’initiation de la transcription d’autres gènes transcrits par la Pol III : dans un système de transcription 
reconstitué in vitro à partir de protéines hautement purifiées, la présence de Nhp6 est requise pour 
démarrer la transcription du gène d’ARNtTyr SUP4 au bon site d’initiation. Des analyses d’empreintes 
à la DNase I suggèrent qu’en absence de Nhp6, la liaison de TFIIIB sur l’ADN est réduite, son 
positionnement est alors moins précis  et entraînerait des initiations à plusieurs sites d’initiation 
distincts (Kassavetis et Steiner, 2006). Par la suite, l’analyse des ARNt non maturés dans une souche 
de levure dépourvue de Nhp6 a confirmé sa fonction dans la reconnaissance du site d’initiation de la 
transcription in vivo de certains ARNt. Chez la levure, l’action de Nhp6 sur la transcription des ARNt 
semble dépendante des séquences en amont du promoteur des gènes : la fixation de TFIIIB au 
promoteur serait facilitée, par un remodelage local de la chromatine au niveau des séquences 
promotrices (Giuliodori et al., 2003 ; Braglia et al., 2007). 
Enfin, très récemment, une analyse globale de l’occupation du génome de Saccharomyces 
cerevisiae montre que Nhp6 est présent au niveau des gènes d’ARNt (Venters et al., 2011). 
1.3.1.3 Staf 
Ensuite, toujours parmi les stimulateurs de la transcription par l’ARN Pol III, on trouve la 
protéine Staf (pour selenocysteine tRNA gene transcription activating factor). Cette protéine a été 
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découverte dans le modèle batracien Xenopus laevis, en tant que stimulateur de la transcription in 
vivo  du gène de l’ARNtSec (Schuster et al. 1995). Staf possède un orthologue humain : ZNF143 
(Myslinski et al., 1998). Leur rôle dans la stimulation de la transcription d’ARNsn (transcrits par la Pol 
III) et d’un certain nombre d’ARN transcrits par la Pol II a été mis en évidence (Schaub et al., 1997).  
L’activité stimulatrice de la transcription par l’ARN Pol III implique de manière déterminante 
l’un des sept doigts de zinc de la protéine dans la reconnaissance des séquences SBS (Staf Binding 
Sites) au sein des promoteurs (Schaub et al., 1999a et b). Staf/ZNF143 a également été étudié sous le 
nom de SBF, pour SPH-binding factor, où SPH (SphI postoctamer homology) est un autre motif 
retrouvé dans les promoteurs de type 3 des gènes transcrits par l’ARN Pol III (Kunkel et al., 1996 ; 
Rincon et al., 1998). Une étude de l’effet de Staf/ZNF143/SBF sur la stimulation de la transcription de 
l’ARN U6 montre que la protéine s’associe in vivo à CHD8, une protéine chromatinienne de la famille 
des CHD (chromodomain-helicase-DNA binding) (Yuan et al. 2007). Cette association est requise non 
seulement pour une transcription efficace de l’ARN U6 transcrit par l’ARN Pol III mais également pour 
la transcription par l’ARN Pol II d’un gène, IRF3 (dont la stimulation de la transcription par 
Staf/ZNF143 est connue). Cette donnée montre l’intérêt des structures et du remodelage 
chromatiniens au cours de la transcription par l’ARN Pol III.  
1.3.1.4 La protéine La, NF1, Topo I et PC4 
A la différence des protéines TFIIS,  Staf et Nhp6, qui interviennent au niveau de l’initiation de 
la transcription par l’ARN Pol III, d’autres protéines sont capables de stimuler cette même 
transcription via l’étape de terminaison et de réinitiation. C’est le cas de la protéine La, des facteurs 
NF1, de la topoisomérase I et de la protéine PC4. 
 Initialement, la protéine La (également appelée Lhp1) a été découverte en tant que protéine 
qui se fixe à la queue des petits ARN néosynthétisés (Rinke et Steitz, 1982 ; Curry et Conte, 2006). 
Cette protéine ubiquitaire aide à la biogenèse de ces petits ARN, en les protégeant des exonucléases 
et en facilitant leur assemblage dans des complexes ribonucléoprotéiques, telle une chaperonne 
(Pannone et al., 1998 ; Maraia et Intine, 2002). La protéine La est également impliquée dans la 
rétention au noyau de certains de ces ARN et serait impliquée dans la régulation de la traduction de 
certains messagers (pour revue, Wolin et Cedervall, 2002).  
Des analyses de transcription in vitro réalisées avec des extraits de cellules humaines HeLa 
montrent que la protéine La influence l’efficacité de la transcription par l’ARN Pol III : son 
immunodéplétion conduit à une chute importante de la transcription par l’ARN Pol III, et cette 
transcription est restaurée lorsque la protéine La est réintroduite (Gottlieb et Steitz, 1989). La 
stimulation de la transcription par l’ARN Pol III par la protéine La humaine réside d’une part en sa 
participation à la terminaison de la transcription et à la stabilisation des transcrits dans un système in 
vitro (avec des complexes de transcription pré-assemblés in vitro) (Maraia et al., 1994). D’autre part, 
elle réside également dans son implication dans l’initiation in vitro des gènes humains VA1, 7SL et B1 
ainsi qu’en sa capacité à stimuler la réinitiation facilitée de la transcription (Maraia, 1996). Ces effets 
transcriptionnels sont régis par un domaine distinct à celui de la liaison aux ARN néosynthétisés 
(Goodier et al., 1997). De plus, l’activité stimulatrice de la protéine La humaine requiert la simple 
déphosphorylation de sa sérine 366, médiée par la caséine kinase II (CK2) (Fan et al, 1997). 
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Cependant aucune phosphorylation ne semble intervenir dans le cas de la levure Saccharomyces 
cerevisiae (Long et al., 2001). Des expériences de ChIP ont pu par ailleurs mettre en évidence la 
présence de la protéine La sur les gènes transcrits par l’ARN Pol III (Fairley et al., 2005).  
Le rôle de la protéine La semble complexe car d’autres études contredisent certaines des 
observations précédentes qui la décrivent comme un activateur de la transcription par l’ARN Pol III. 
D’une part, un système de transcription reconstitué in vitro à partir de fractions (de cellules 
humaines HEK) dans lesquelles la protéine La a été immunodéplétée est fonctionnel ; d’autre part, 
l’addition de protéine recombinante La n’a aucune influence sur l’efficacité de la transcription 
(Weser et al., 2000). En outre, chez la levure S. cerevisiae et le batracien X. laevis, la protéine La n’est 
pas requise pour la transcription par l’ARN Pol III (Yoo et Wolin, 1997 ; Lin-Marq et Clarkson, 1998). 
Toutefois, l’absence de la protéine La chez S. cerevisiae conduit tout de même à l’observation d’un 
plus grand nombre de Pol sur les gènes codant pour l’ARNr 5S, bien que ni la quantité, ni la qualité de 
l’ARNr n’en soit affectée (French et al., 2008). La protéine La pourrait participer au relargage efficace 
de l’ARN Pol III. Les conditions dans lesquelles la protéine La stimule la transcription de gènes par 
l’ARN Pol III reste donc encore à être clarifiée. 
Ensuite, la famille des protéines NF1 (Nuclear Factor 1, également connus sous le nom de CTF 
pour CAAT box transcription factor) représente également un stimulateur de la transcription par 
l’ARN Pol III. Cette famille de protéines est présente uniquement chez les eucaryotes supérieurs, 
notamment chez les vertébrés, et intervient dans la réplication d’ADN viral et dans la régulation 
(notamment en tant qu’activateurs) de nombreux gènes (pour revue, Gronostajski, 2000 ; Pjanic et 
al., 2011).  
Parmi les nombreuses études menées sur cette famille, il a été montré que NF1 est capable 
de se lier à des séquences en aval du terminateur des gènes VA de l’adénovirus (transcrits par l’ARN 
Pol III) (Van Dyke et Roeder, 1987). Des études indiquent que ces protéines NF1 sont impliquées dans 
la terminaison et la réinitiation de la transcription par l’ARN Pol III (Wang et al., 2000). En effet, d’une 
part, la mutation du site de liaison de NF1 dans le gène VA1 conduit à la terminaison prématurée et à 
une diminution de l’efficacité de la réinitiation de la transcription. D’autre part, la transcription 
réalisée à partir d’extraits de cellules HeLa dans lesquels NF1 a été immunodéplété est largement 
affectée ; l’ajout de NF1 permet de corriger les défauts observés (Wang et al., 2000). Toutefois, 
malgré la mise en évidence de l’effet de NF1 dans la terminaison de la transcription par l’ARN Pol III 
in vitro,  des expériences d’immunoprécipitations de la chromatine n’ont pas permis de détecter NF1 
sur les gènes transcrits par la Pol III in vivo dans les cellules HeLa (Fairley et al., 2005).  
Comme NF1, la topoisomérase à ADN I (Topo I) et la protéine PC4 (Positive Cofactor 4) 
peuvent supprimer le défaut de terminaison de transcription (terminaison prématurée) mis en 
évidence dans un système de transcription in vitro reconstitué avec des fractions hautement 
purifiées de TFIIIB,TFIIIC et d’ARN Pol III. Ces protéines permettent d’augmenter la capacité de TFIIIC 
à se positionner sur des gènes de classe III et peuvent stimuler in vitro la transcription du gène VAI 
par l’ARN Pol III en facilitant la terminaison et en favorisant la réinitiation (Wang et Roeder, 1998 ; 
Wang et al., 2000). Dans notre présente étude, nous nous sommes intéressés à l’interaction de PC4 




1.3.1.5 TFIIIE et la RNase P 
Deux autres éléments modulateurs ont été décrits dans la littérature, TFIIIE et la RNase P, 
dont les mécanismes de stimulation restent encore à être étudiés. 
L’activité appelée TFIIIE est capable d’augmenter la transcription basale par l’ARN Pol III in 
vitro d’ARNt et de l’ARNr 5S. Cette activité avait été mise en évidence chez S. cerevisiae, 
indépendamment des fractions contenant TFIIIB et TFIIIC (Dieci et al., 1992). Bien que la nature 
moléculaire et le mode d’action de cette activité n’aient été élucidés, il a été montré que TFIIIE co-
purifie avec un certain nombre de protéines ribosomales. De manière remarquable, ce groupe de 
protéines ribosomales est généralement lié aux gènes d’ARNt et de l’ARNr 5S. Et parmi ces protéines 
ribosomales, certaines sont des suppresseurs de mutations de TFIIIC (Dieci et al., 2009). L’étude de 
TFIIIE et de la modulation par des protéines ribosomales de la transcription par l’ARN Pol III reste 
encore à être approfondie. 
La ribonucléoprotéine RNase P a d’abord été décrite en tant qu’endoribonucléase 
responsable de la maturation des précurseurs d’ARNt (pour revue, Altman et al., 2007). D’autres 
études ont montré par la suite que la RNase P est également impliquée dans des étapes plus 
précoces de la transcription d’ARNt et de petits ARN non-codants. En effet, la RNase P s’associe 
directement avec l’ARN Pol III sur les gènes transcrits activement et semble nécessaire pour en 
obtenir une transcription à un niveau optimal (Reiner et al., 2006 ; Jarrous et Reiner, 2007).  La 
caractérisation de ces deux fonctions de la RNase P suggère que les mécanismes de transcription et 
de maturation des ARNt (et d’autres petits ARN transcrits par la Pol III) pourraient être coordonnés 
au sein de la cellule.  
1.3.1.6 Dr1 
Enfin, un exemple de répresseur de la transcription de base est la protéine Dr1 (Down-
regulator 1). Cette petite phosphoprotéine est connue pour réprimer globalement les transcriptions 
par les ARN Pol II et III, en interagissant avec TBP (Kim et al., 1997 ; Schluesche et al., 2007). On sait 
également que Dr1 (également dénommée NC2β) se dimérise avec le corépresseur DRAP1 (Drf1-
Associated Protein 1, également appelée NC2α) pour former le complexe Dr1/DRAP1 également 
appelé NC2 (Negative Cofactor 2). De manière intéressante, la surexpression de Dr1 ralentit la 
croissance cellulaire de la levure et diminue la transcription par l’ARN Pol III (Kim et al., 1997). Et in 
vitro, la protéine Dr1 est capable d’inhiber la transcription des gènes viraux VA et des gènes d’ARNt 
(White et al., 1994). De plus, alors que Dr1 n’a pas été détecté sur les gènes d’ARNt chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae (Geisberg et al., 2001), une autre étude montre que Dr1 est présent sur les 
gènes transcrits par la Pol III (d’ARNt, de l’ARNr 5S et de l’ARNsn U6) dans des cellules humaines HeLa 
Kantidakis et White, 2010). Il y est également montré que, de même, DRAP1 s’associe à ces gènes 
sans toutefois influencer leur expression. Par ailleurs, le répresseur Dr1 s’associe non seulement à 
TBP mais aussi à Brf1 (Kantidakis et White, 2010) : la répression de la transcription par l’ARN Pol III 








Fonction dans la 
 transcription par l’ARN Pol III 
Principales références 
TFIIA stimulateur Waldschmidt et Seifart, 1992 ; 
Meissner et al., 1993 
TFIIS stimulateur, intervient dans l’initiation Ghavi-Helm et al., 2008 
Nhp6 stimulateur, intervient dans l’initiation  Kruppa et al., 2001 Kassavetis et 
Steiner, 2006 ;; Braqlia et al., 2007 ; 
Giuliodori et al., 2003 
Staf stimulateur, intervient dans l’initiation Schuster et al., 1995 ; Schaub et al., 
1997 
La stimulateur, intervient dans l’initiation et 
la terminaison 
Gottlieb et Steitz, 1989 ; Maraia et 
al., 1994 ; Maraia et al., 1996 
NF1 stimulateur, intervient dans la réinitiation 
et la terminaison 
Wang et al., 2000 
Topo I stimulateur, intervient dans la réinitiation 
et la terminaison 
Wang et Roeder, 1998 ; Wang et 
al., 2000 
PC4 stimulateur, intervient dans la réinitiation 
et la terminaison 
Wang et Roeder, 1998 ; Wang et 
al., 2000 
TFIIIE stimulateur Dieci et al., 1992 
RNase P stimulateur Reiner et al., 2006 ; Jarrous et 
Reiner, 2007 
Dr1 répresseur Kim et al., 1997 ; Schluesche et al., 
2007 
 
Tableau 1.  Récapitulatif des modulateurs de la transcription par l’ARN Pol III présentés 
 
 
Cette liste non exhaustive de modulateurs de la transcription par l’ARN Pol III présente des 
éléments qui interfèrent directement avec le système de transcription de base, in vitro et/ou in vivo. 
Ces modulateurs ne sont pour le moment pas reliés à quelque condition de régulation particulière.  
Parallèlement à cette liste, il existe d’autres facteurs capables de moduler la transcription par 
l’ARN Pol III, en fonction de conditions particulières de régulation. Ces autres éléments de régulation 




1.3.2 La transcription par l’ARN Pol III est régulée in vivo en fonction 
d’autres mécanismes cellulaires 
Dans cette partie, nous aborderons plusieurs aspects de la régulation de la transcription par 
l’ARN Pol III au cœur des cellules, chez la levure Saccharomyces cerevisiae et dans les cellules 
humaines.  
Nous nous intéresserons d’abord à la régulation de la transcription par l’ARN Pol III en 
fonction des ressources nutritionnelles. Ensuite, nous verrons dans quelle mesure la transcription par 
l’ARN Pol III est régulée en fonction du cycle cellulaire et lorsque ce cycle est entravé en réponse à 
des dommages à l’ADN. Puis nous nous attarderons sur le lien entre l’interruption des voies de 
sécrétion des protéines et la répression de la transcription par l’ARN Pol III. Pour poursuivre, nous 
discuterons de la régulation de la transcription par l’ARN Pol III par rapport aux cancers dans des 
cellules animales. Enfin, nous nous tournerons vers l’influence de la structure de la chromatine des 
gènes de classe III et de l’occupation de la chromatine environnante sur la transcription par l’ARN Pol 
III avant d’aborder finalement le cas de la protéine Maf1, le répresseur général de cette transcription. 
1.3.2.1 Adaptation à l’environnement : la transcription par l’ARN Pol III est 
régulée par les nutriments 
La croissance, augmentation de la masse de la cellule, et la prolifération, augmentation du 
nombre de cellules,  sont directement dépendantes de la disponibilité en nutriments : ceux-ci sont 
nécessaires en tant que précurseurs métaboliques ou en tant que source d’énergie. Chez 
Saccharomyces cerevisiae, les principales études menées à ce sujet concernent principalement les 
ressources en carbone et celles en azote. Plusieurs voies de signalisation coexistent et influencent la 
croissance de la cellule en fonction de ces ressources. On peut aisément comprendre que la présence 
ou l’absence de certains éléments dans le milieu soit une source de stress et soit soumis à une 
régulation au sein de la cellule. Quelques données nous permettent de relier l’influence de ces 
nutriments à la transcription par l’ARN Pol III. 
1.3.2.1.1 Carence générale en nutriments et entrée en phase stationnaire 
Lorsque les nutriments nécessaires à la croissance ne sont plus disponibles, la levure 
Saccharomyces cerevisiae entre dans un état physiologique particulier appelé phase stationnaire. La 
cellule ralentit sa croissance puis arrête sa division au stade appelé G0 du cycle cellulaire. Cet état 
s’accompagne de diverses modifications physiologiques : la paroi cellulaire s’épaissit, les 
chromosomes apparaissent plus condensés, le nombre de mitochondries augmente, la cellule 
accumule des carbohydrates et du glycogène. L’ensemble de ces modifications est supposée 
permettre à la cellule de survivre au mieux dans le milieu défavorable (Herman 2002 ; Gray et al., 
2004 ; Galdieri et al., 2010). On observe, dans cet état de phase stationnaire, que la transcription par 
les trois ARN Pol diminue (Sebastian et al., 1973). 
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Bien que les transcrits par l’ARN Pol III ne soient pas limitant à court terme pour la croissance 
cellulaire, cette transcription par l’ARN Pol III est régulée (Waldron et Lacroute, 1975). En effet, la 
transcription par l’ARN Pol III est élevée en milieu riche et réprimée en carence en nutriments 
(Waldron et Lacroute, 1975 ; Clarke et al., 1996). Dans des cellules ayant atteint la phase 
stationnaire, l’activité transcriptionnelle de l’ARN Pol III est considérablement réduite par rapport à 
des cellules en phase exponentielle de croissance (Sethy et al., 1995).  
Des transcriptions in vitro à partir d’extraits de cellules cultivées en phase stationnaire de 
croissance ont permis d’identifier le facteur TFIIIB comme facteur limitant (Tower et Sollner-Webb, 
1988 ; Sethy et al., 1995). Par ailleurs, des expériences d’empreinte à la DNase I (footprinting) 
indiquent que l’ARN Pol III, mais pas TBP,  se dissocierait du promoteur des gènes lorsque les cellules 
entrent en phase stationnaire (Huibregtse et Engelke, 1989). Plus tard, il a été observé par des 
immunoprécipitations de la chromatine (ChIP) analysées sur puces à ADN (ChIP on chip) que 
l’occupation de l’ARN Pol III sur les gènes de classe III diminue, que l’occupation de TFIIIB reste stable 
(voire diminue légèrement sur certains gènes), et que l’occupation de TFIIIC augmente rapidement 
lorsque des cellules sont privées de nutriments et tendent vers la phase stationnaire (Harismendy et 
al., 2003 ; Roberts et al., 2003).  
D’autres données concernant la régulation de la transcription par l’ARN Pol III en fonction de 
la disponibilité des nutriments ciblent plus précisément des voies du métabolisme : parmi elles, on 
trouve notamment la voie Ras et la voie Tor. 
1.3.2.1.2 La voie Ras et la transcription par l’ARN Pol III 
La levure S. cerevisiae est capable d’obtenir de l’énergie et des précurseurs par la 
fermentation de sucres. Les sucres utilisés sont nombreux : sucrose, fructose, galactose, maltose, 
raffinose… le plus connu et répandu étant le glucose.  Ces sucres sont convertis en mono-, di- ou 
trisaccharides par le métabolisme de la glycolyse ou de la gluconéogenèse. En alternative à la 
fermentation, la levure peut respirer : elle est capable d’oxyder un certain nombre de produits issus 
de la fermentation tels que le glycérol, l’éthanol et l’acide lactique. Considérant que le glucose est 
l’élément qui fournit le plus rapidement de l’énergie et des précurseurs à la levure, ce sucre 
représente un point de régulation non négligeable au cours de la croissance cellulaire et de la 
prolifération (pour revue, Zaman et al., 2008) 
Témoignant de ce rôle-clef du glucose, on a observé que l’ajout de glucose à des cellules 
cultivées sans source de carbone fermentescible conduit à un remaniement transcriptionnel 
important du génome en quelques minutes (Wang et al., 2004). Les gènes dont l’expression 
augmente considérablement correspondent à ceux impliqués dans la genèse des ribosomes tandis 
que ceux qui sont réprimés correspondent à des gènes requis pour la respiration oxydative et 
quelques autres gènes impliqués dans le métabolisme d’autres sources de carbone (Wang et al., 
2004). A l’inverse, lors du « shift diauxique », étape au cours de laquelle la levure S. cerevisiae 
commence à métaboliser l’éthanol produit par fermentation du glucose qui a été épuisé dans le 
milieu de culture, la cellule procède à un changement de son métabolisme globalement dirigé vers 
l’inhibition de la synthèse protéique (DeRisi et al., 1997). De même, lorsque les cellules sont 
transférées d’une source de carbone fermentescible à une source de carbone non fermentescible, la 
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reprogrammation transcriptionnelle de leur métabolisme conduit globalement à la répression de la 
traduction (Ashe et al., 2000).  
La régulation transcriptionnelle en fonction du glucose passe par Ras et la PKA 
La voie de régulation du métabolisme en fonction du glucose est relativement bien étudiée. 
Plusieurs voies de signalisation parallèles ont été caractérisées pour la régulation du glucose. Elles 
font intervenir indépendamment la kinase Sch9 (abordée dans les paragraphes suivants), le complexe 
Snf1 ou bien les protéines Rgt (pour revue, Zaman et al., 2008 ; pour article récent, Zaman et al., 
2009).  Mais les changements opérés par la cellule en fonction du glucose sont principalement dûs à 
la protéine kinase A (PKA) dont l’activation dépend des protéines Ras (Ras1 ou Ras2) et Gpr1 
(Colombo et al., 1998). La voie de signalisation comprenant Ras, une GTPase, et celle comprenant 
Gpr1, un récepteur couplé à une autre GTPase, sont deux voies différentes nécessaires à la détection 
du glucose (Wang et al., 2004). Ensuite, en aval, une cascade activant la PKA  vient compléter la 
réponse au glucose : cette voie effectrice de la réponse conduit aux changements métaboliques de la 
cellule (pour article récent, Slattery et al., 2008 ; pour revue, Thevelein et de Winde, 1999).  
L’activité de la PKA est couplée à l’augmentation du niveau d’AMP cyclique (AMPc) (THEVELEIN 
1994). C’est l’adénylate cyclase Cyr1 qui est responsable de la production de l’AMPc. Cette adénylate 
cyclase est activée via deux voies de détection du glucose : d’une part via la protéine Ras (Ras1 ou 
Ras2) et d’autre part via le récepteur Gpr1. Lorsque les deux GTPases Ras (Ras1 et Ras2) fixent le 
GTP, elles activent l’adénylate cyclase Cyr1. La présence de la forme activatrice Ras-GTP dépend du 
ratio GTP/GDP contrôlé par le facteur d’échange nucléotidique de guanine Cdc25. Tout en amont de 
la voie de signalisation par Ras, on trouve finalement le glucose, dont la présence régule l’activité de 
Cdc25 (Broek et al., 1987 ; Gross et al., 1992). Parallèlement à la voie Ras, la protéine Gpr1 est un 
récepteur transmembranaire de glucose, et plus largement de sucre fermentescible. Ce récepteur est 
couplé à la protéine Gpa2, une autre GTPase, qui interagit directement avec l’adénylate cyclase Cyr1 
et l’active (Xue et al., 1998). Ainsi, ces deux voies responsables de la détection du glucose conduisent 
à l’activation de la PKA par l’AMPc et à la régulation de l’expression des gènes en réponse au glucose. 
On note toutefois que la voie de signalisation par Gpr1 contribue beaucoup moins que la voie Ras à la 
réponse transcriptionnelle à court terme au glucose (Wang et al., 2004 ; Zaman et al., 2009). 
Cette voie Ras, d’abord étudiée avec la PKA par rapport aux changements du métabolisme 
cellulaire en fonction du glucose disponible, comprend en réalité d’autres voies effectrices 
impliquées dans la croissance (pour revue, Katz et McCormick, 1997). Nous verrons comment 
différents éléments de la voie Ras sont impliqués dans la régulation de la transcription par l’ARN Pol 
III. 
La transcription par l’ARN Pol III est régulée par les éléments de la voie Ras 
Alors que cette voie de régulation du glucose par Ras/PKA est clairement connectée à la 
régulation de la synthèse des protéines nécessaires à la croissance, certains éléments la connectent 
plus particulièrement à la transcription par l’ARN Pol III. La transcription par l’ARN Pol III peut être 
stimulée via Ras, à travers plusieurs mécanismes.  
La transcription par l’ARN Pol III peut être stimulée par l’activation de la voie Ras à travers 
l’augmentation de l’expression de la protéine TBP (Wang et al., 1997). Deux effecteurs en aval des 
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protéines Ras, Raf et RalGDS (Ral guanine dissociation stimulator), sont impliqués dans cet effet : 
dans des cellules d’hépatocytes, l’expression de ces deux effecteurs stimule les mitogen-activated 
kinases (MAPK) ERK (pour extracellular signal-regulated kinases) qui induisent l’augmentation de 
l’expression de TBP malgré l’inactivation de Ras (Johnson et al., 2000).  
Un autre mécanisme de stimulation de la transcription par l’ARN Pol III par les kinases ERK a 
été décrit : les kinases ERK peuvent phosphoryler directement le facteur TFIIIB (Stefanovsky et al., 
2001 ; Whitmarsh et Davis, 2000). La phosphorylation de la sous-unité Brf1 par ERK favorise la liaison 
de TFIIIB à l’ARN Pol III et stimulerait sa transcription (Felton-Edkins et al., 2003b).  
Parallèlement à l’activation des kinases ERK via les effecteurs Raf et RalGDS, les GTPases Ras 
peuvent se lier et activer la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Rodriguez-Viciana et al., 1994). Chez 
les mammifères, la PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate qui fixe et active la 
kinase Akt, également appelée protéine kinase B (PKB). La kinase Akt activée stimule la synthèse 
protéique et la croissance à travers divers effecteurs dont TORC1 que nous aborderons dans les 
paragraphes suivants (Engelman et al., 2006 ; Luo et al., 2003 ; Markman et al., 2010). La PI3K 
participe ainsi non seulement à la croissance mais également à la stimulation la transcription par 
l’ARN Pol III : dans des cellules humaines, tandis que l’inhibition de la PI3K par la wortmannin, un 
antifongique, ou la mutation des gènes spécifiant la PI3K ou Akt conduisent à une diminution de la 
transcription in vivo par l’ARN III, l’activation constitutive de la PI3K par transfection d’un vecteur 
surexprimant Ras conduit au contraire à une augmentation cette même transcription (Woiwode et 
al., 2008). 
Finalement, la PKA est capable de réguler la transcription par l’ARN Pol III en phosphorylant 
le répresseur Maf1, le rendant ainsi inactif (Moir et al., 2006).  Nous détaillerons le mode d’action de 
ce répresseur à la fin de ce chapitre.  
Ailleurs, dans la super-famille des petites GTPases « Ras-like », on trouve également la 
protéine Gtr1, impliquée dans la croissance cellulaire mais dont le mécanisme d’action reste inconnu 
(Wang et al., 2005). Cette protéine a fait l’objet d’un crible double-hybride qui révèle que Gtr1 
s’associe avec Rpc19, une sous-unité commune à l’ARN Pol I et à l’ARN Pol III (Todaka et al., 2005). 
Des expériences plus approfondies montrent que l’activité transcriptionnelle de ces deux ARN 
polymérases est réduite dans une souche gtr1Δ (Todaka et al., 2005). Cette GTPase « Ras-like » 
pourrait donc représenter un nouveau point de régulation de la croissance cellulaire par son 




Figure 8.  Régulation de la transcription par l’ARN Pol III par la voie Ras 
La voie Ras, qui comprend plusieurs voies effectrices, est la principale voie de régulation du métabolisme 
par le glucose. La voie PI3K/Akt régule la transcription par l’ARN Pol III chez les mammifères mais aucune 
donnée similaire n’a été décrite chez la levure. Lorsque le répresseur Maf1 est phosphorylé (« P »), par PKA, il 
est inactif et ne réprime pas la transcription par l’ARN Pol III.  
1.3.2.1.3 Régulation de la transcription par l’ARN Pol III par la voie Tor 
Parallèlement aux voies précédemment présentées dans la réponse au glucose disponible, la 
voie Tor (target of rapamycin) représente une voie de régulation des nutriments largement 
caractérisée. La voie Tor a une fonction majeure dans la croissance de la cellule (CRESPO and HALL 
2002; POWERS et al. 2004). D’abord étudiée par rapport à la réponse d’adaptation aux nutriments 
(Rohde et al., 2001 ; Rohde et al., 2008), son étude s’étend désormais à la régulation générale des 
stress et sa cascade de signalisation influence non seulement la croissance cellulaire mais aussi le 
développement de métazoaires et le vieillissement de mammifères (De Virgilio et Loewith, 2006 ; 
Wullschleger et al., 2006). La voie Tor est très conservée au cours de l’évolution, des levures aux 
mammifères en passant par la drosophile, le nématode ou les plantes (Crespo et al. 2002 ; 
Wullschleger et al., 2006 ; Shertz et al., 2010 ; Loewith 2011).  
De la rapamycine aux complexes TORC 
La voie Tor a initialement été identifiée par des mutations dans les protéines Tor1 et Tor2, qui 
confèrent à la cellule une résistance à la rapamycine (Heitman et al., 1991). La rapamycine, 
découverte sur l’île de Pâques (appelée Rapa Nui), est un antifongique produit par la bactérie 
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Streptomyces hygroscopicus (Sehgal et al., 1975 ; Vezina et al., 1975). Sa toxicité requiert son 
association avec le cofacteur FKBP12 (la peptidyl-prolyl isomérase) encodé par le gène FPR1 dont la 
mutation conduit également à la résistance à la rapamycine (Heitman et al., 1991). Les protéines 
Tor1 et Tor 2 font partie de la famille des sérine/thréonine kinases (Chen et al., 1995 ; Alarcon et al., 
1999). Chez la plupart des levures, on trouve les deux gènes TOR1 et TOR2 tandis que chez les 
métazoaires, on ne trouve qu’un seul gène TOR (Crespo et al. 2002 ; Wullschleger et al., 2006 ; 
Loewith 2011). Chez Saccharomyces cerevisiae, les deux protéines homologues Tor1 et Tor2 ont 67 % 
d’identité ; elles ont une taille approximativement de 280 kDa (Helliwell et al., 1994). Plus 
particulièrement, dans les deux protéines Tor1 et Tor2, une sérine (Ser1972 et Ser1975 respectivement) 
est nécessaire pour l’interaction de la protéine avec le complexe rapamycineFKBP12 (Stan et al., 
1994).  
Des purifications biochimiques de chacune des deux protéines Tor1 et Tor2 de la levure ont 
conduit à l’identification de deux complexes multiprotéiques appelés TORC1 et TORC2 (Loewith et 
al., 2002 ; Wedaman et al., 2003). Ces deux complexes trouvent leurs homologues chez les autres 
eucaryotes (pour revue, De Virgilio et Loewith, 2006 ; Wullschleger et al., 2006). D’un côté, Tor1 
forme avec trois autres protéines (Kog1, Lst8 et Tco89) le complexe TORC1, qui régule la prolifération 
cellulaire et la transition entre la croissance et l’état de quiescence. D’un autre côté, Tor2 est 
associée à cinq autres protéines (Avo1, Avo2, Avo3, Bit61 et Lst8) dans le complexe TORC2 qui régule 
quant à lui l’organisation du cytosquelette d’actine et la polarité de la cellule (Loewith et al., 2002 ; 
Reinke et al., 2004). Une autre différence caractérise chacun des complexes : TORC1, mais pas 
TORC2, est inhibé par la rapamycine, ce qui facilite l’étude de TORC1. (Loewith et al., 2002).  
La rapamycine n’est pas le seul signal déclenchant la voie Tor bien qu’il soit à l’origine de la 
découverte des kinases Tor. Plusieurs autres signaux régulent la voie Tor et plus particulièrement le 
complexe TORC1 : la carence en nutriments et la hausse de la quantité d’AMP, notamment induite 
par un stress, réduisent l’activité kinase de TORC1 tandis que la présence de facteurs de croissance, 
chez les animaux, l’active (Hay et Sonenberg, 2004 ; Wullschleger et al., 2006). 
Activation de la voie Tor et régulation de la transcription par l’ARN Pol III 
Un traitement à la rapamycine présente les même effets transcriptionnels et physiologiques 
qu’une croissance sur un milieu pauvre en azote ou en carbone (Heitman et al., 1991). Et tout 
comme dans les cellules entrant en phase stationnaire, (en phase G0), la transcription par l’ARN Pol III 
est réprimée suite à un traitement à la rapamycine. En effet, la transcription in vitro est inhibée à 
partir d’extraits de cellules traitées (Zaragoza et al., 1998). Cette répression par la rapamycine 
implique directement la voie Tor : lorsque le gène FPR1, qui code pour le cofacteur FKBP12 
nécessaire à la toxicité de la rapamycine, est délété, la voie Tor devient insensible à la rapamycine et 
la répression de la transcription n’a plus lieu (Zaragoza et al., 1998).. 
Chez les mammifères,  deux substrats de TORC1 ont été bien caractérisés : la protéine 4E-BP 
(eucaryotic initiation factor 4E (eIF4E) binding protein) et la kinase S6K. Ces deux cibles ont des 
fonctions opposées impliquées dans la traduction des protéines. Alors que la kinase S6K est un 
régulateur positif de la traduction et est activée par phosphorylation, le facteur 4E-BP en est un 
inhibiteur et est désactivé par phosphorylation par le complexe TORC1 (Fingar et al., 2002). 
L’homologue fonctionnel supposé de la kinase S6K chez la levure, Sch9, est phosphorylée de manière 
similaire par TORC1 et contribue à l’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des 
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protéines, des gènes Ribi impliqués dans la biogenèse des ribosomes, et des gènes d’ARNt (Urban et 
al., 2007). Un traitement à la rapamycine ou une carence en azote ou en carbone conduit à la 
déphosphorylation rapide de Sch9 et à l’inverse, l’ajout du nutriment en défaut permet la 
rephosphorylation de Sch9 (Urban et al., 2007). De plus, Sch9 phosphoryle le répresseur Maf1 que 
nous détaillerons par la suite. La phosphorylation de Maf1 l’inactive et conduit à une inhibition la 
répression de la transcription par l’ARN Pol III. Dans une souche de levure délétée pour le gène SCH9, 
la transcription par l’ARN Pol III est diminuée. Cependant, lorsque cette souche est traitée à la 
rapamycine, la répression de la transcription est encore possible (Huber et al., 2009; Lee et al., 2009). 
La voie Tor en réponse à la rapamycine ne régule donc pas la transcription par l’ARN Pol III 
uniquement via Sch9. 
Plus en aval, TORC1 affecte l’activité de la phosphatase 2A (PP2A). TORC1 phosphoryle la 
protéine Tap42 qui se fixe alors aux sous-unités catalytiques Pph21 et Pph22 de la PP2A, et Sit4 de la 
phosphatase « PP2A-like » (Di Como et al., 1996 ; Jiang et Broach, 1999 ; Düvel et Broach, 2004). 
Lorsque la protéine Tap42 est liée à ces sous-unités, les autres sous-unités des phosphatases ne 
peuvent plus s’assembler. Suite à un traitement à la rapamycine ou à une carence en azote, l’activité 
de TORC1 est réduite et Tap42 est déphosphorylée : Tap42 libère les sous-unités catalytiques des 
phosphatases qui vont médier l’inhibition de la croissance (Di Como et al., 1996 ; Jiang et Broach, 
1999). Une fois libérée,  Sit4 déphosphoryle le facteur de transcription Gln3 qui induit la transcription 
des gènes en réponse à une carence nutritionnelle (Beck et Hall, 1999 ; Düvel et al., 2003). De même, 
lorsque la PP2A est activée, les facteurs de transcription Msn2 et Msn4 s’accumulent dans le noyau 
et induisent l’expression des gènes STRE en réponse à un stress (Görner et al., 2002 ; Santhanam et 
al., 2004). Parallèlement, la PP2A régule la transcription par l’ARN Pol III. En effet, l’inactivation par 
mutation de la sous-unité régulatrice Tpd3 de la PP2A résulte en une inhibition de la synthèse des 
ARNt in vivo et in vitro, à partir d’extraits cellulaires, chez Saccharomyces cerevisiae (van Zyl et al., 
1992). Cette inhibition de la transcription fait également intervenir le répresseur Maf1. Lorsque Maf1 
est déphosphorylé par la PP2A, il est activé et réprime la transcription par l’ARN Pol III. Des mutations 
altérant l’activité de la PP2A empêchent la déphosphorylation de Maf1 qui devient incapable de  
réprimer la transcription en présence de rapamycine (Oficjalska-Pham et al., 2006).  
Outre la régulation de la transcription par l’ARN Pol III via Sch9 et PP2A, TORC1 est également 
capable de phosphoryler directement Maf1 in vivo et in vitro et de réguler la transcription par l’ARN 
Pol III (Wei et al., 2009 ; Michels et al., 2010). Par ailleurs, la protéine mTor humaine a été retrouvée 
liée sur les gènes transcrits par l’ARN Pol III (Kantidakis et al., 2010). La protéine mTor interagit non 
seulement avec le répresseur Maf1 de la transcription par l’ARN Pol III, mais également avec le 
facteur TFIIIC : mTor pourrait finalement phosphoryler et réguler directement la machinerie de 
transcription (Kantidakis et al., 2010). 
Ainsi, la transcription par l’ARN Pol III est régulée par la voie Tor, directement ou 
indirectement via Sch9 et/ou via la PP2A. Moins bien caractérisé que TORC1, le complexe TORC2 
phosphoryle et active notamment la kinase Akt/PKB (protein kinase B) qui est impliquée dans la 
prolifération cellulaire et dans l’apparition de cancers et du diabète (Sarbassov et al., 2005a et b). 
Jusqu’à récemment, peu de substrats des deux complexes avaient été identifiés, mais l’analyse 
actuelle du phosphorylome de TORC1 et TORC2 pourrait indiquer de nouvelles cibles potentielles 






Figure 9.  Régulation de la transcription par la voie Tor 
Les flèches en pointillés représentent les éventuelles régulations de TORC1, Sch9 et PP2A directement sur la 
machinerie de la transcription par l’ARN Pol III. Les références concernant la régulation de la transcription par 
l’ARN Pol III par les éléments de la voie Tor sont indiquées à côté des flèches. Lorsque le répresseur Maf1 est 
phosphorylé (« P »), par Sch9 ou TORC1, il est inactif. Lorsqu’il déphosphorylé, par la PP2A, il est activé et 
réprime la transcription par l’ARN Pol III. 
1.3.2.2 La transcription par l’ARN Pol III et le cycle de division cellulaire 
 La division cellulaire est donc toute aussi importante que la croissance pour la prolifération 
cellulaire. Elle conduit à l’obtention de deux cellules au matériel génétique identique. 
Généralement, le cycle cellulaire se définit par la succession des phases suivantes  
(figure 10) : 
 la phase pré-réplicative G1 (gap ou growth 1) est une phase de croissance au cours de 
laquelle la cellule prépare la réplication de son génome, 
 la phase S (synthèse) durant laquelle a lieu la réplication de l’ADN, 
 la phase post-réplicative G2 (gap ou growth 2), deuxième phase de croissance, très 
réduite chez la levure Saccharomyces cerevisiae, où la cellule prépare sa mitose, 
 la phase M (mitose), où se déroule à la fois la division du noyau et des chromosomes 
et la division du cytoplasme cellulaire. 
Par ailleurs, il existe pour un certain nombre de cellules un état supplémentaire G0, qui 
correspond à un état  de latence (appelé quiescence), où la cellule ne se divise pas. Chez la levure S. 
cerevisiae, les cellules entrent en G0 pendant la phase stationnaire de croissance et peuvent 
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réintégrer le cycle cellulaire dans des conditions de croissance appropriées. Nous avons déjà abordé 




Figure 10.  Cycle cellulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae 
 
La croissance et la division cellulaire sont toutes les deux nécessaires à la prolifération des 
cellules et sont en réalité coordonnées. Lorsque la croissance de la cellule est altérée, la cellule 
restera trop petite pour être capable de se diviser (Calvert et Dawes, 1984 ; Day et al., 2004), ce qui 
conduit à l’arrêt de la prolifération. Une taille minimale de la cellule doit être atteinte avant 
l’initiation de tout cycle de division. Chez la levure S. cerevisiae, cette taille-seuil varie en réalité en 
fonction des conditions environnementales : l’entrée dans le cycle de division peut être initiée dans 
des cellules très petites lorsqu’elles sont cultivées dans des milieux pauvres, et dans des cellules de 
taille relativement grande lorsque les milieux sont riches (Guo et al., 2004 ; Stuart et al., 2008).  
La croissance influence donc directement la progression dans le cycle de division cellulaire et 
est limitante pour la prolifération. Cependant, l’inverse n’est pas vrai : la division cellulaire n’est pas 
limitante pour la prolifération. En effet, il existe des mutants thermosensibles arrêtés à différents 
stades précis du cycle de division cellulaire (mutants cdc pour cell division cycle) mais qui continuent 
de synthétiser des protéines et de croître, alors que des cellules dont la croissance est bloquée 
arrêtent de se diviser (Johnston et al., 1977). Dans des conditions où la croissance est inhibée (par 
exemple en carence nutritionnelle comme nous l’avons vu précédemment), la transcription est 
réprimée. Qu’en est-il par rapport au cycle cellulaire ? Nous verrons que la progression dans le cycle 
cellulaire régule la transcription par l’ARN Pol III dans une certaine mesure. Puis nous aborderons la 
transcription par l’ARN Pol III dans des cas où le cycle est arrêté. 
41 
 
1.3.2.2.1 Quelques données sur la transcription par l’ARN Pol III au cours du cycle 
cellulaire 
Des analyses à grande échelle sur puces à ADN portant sur l’expression des gènes au cours 
des différentes phases du cycle cellulaire indiquent que la plupart des gènes impliqués dans la 
biogenèse des ribosomes ont leur expression induite au début de la phase G1, avant l’entrée en 
phase S du cycle cellulaire (Spellman et al., 1998). La transcription par l’ARN Pol III est-elle plus 
sollicitée à ce moment du cycle ? 
 
Un premier élément de réponse est donné par des études réalisées dans les années 1960 : il a 
été observé que la synthèse de tous les ARN était réprimée en mitose dans des cellules HeLa (Taylor, 
1960 ; Prescott et Bender, 1962 ; Terasima et Tolmach, 1963 ; Johnston et Holland, 1965). Quelques 
études dans d’autres organismes modèles soutiennent l’existence de cette répression 
transcriptionnelle mitotique : chez la fève Vicia faba (Davidson, 1964), chez le myxomycète Physarum 
polycephalum (Fink et Turnock, 1977), chez le xénope (Newport et Kirschner, 1984) et chez la 
drosophile (Edgar et Schubiger, 1986), où l’absence de transcription au cours des premiers stades du 
développement embryonnaire coïncide avec une alternance rapide de mitoses et de phases S. Cette 
répression mitotique pour l’ARN Pol III est reproductible in vitro avec des extraits d’œufs de Xenopus 
laevis synchronisées en phase M du cycle cellulaire (Hartl et al., 1993). Par la suite, l’hypothèse qui 
suggérait qu’un état chromatinien particulier soit responsable de cette répression mitotique de la 
transcription par l’ARN Pol III a été écartée : ni la modification de la chromatine, ni l’ajout de 
chromatine issue de cellules non mitotiques ne parviennent à restaurer la transcription à partir des 
extraits mitotiques (Hartl et al., 1993). C’est donc une modification au niveau de la machinerie de 
transcription par l’ARN Pol III qui serait à l’origine de la répression mitotique.  
Partant de cette nouvelle hypothèse, des études portant sur des phosphorylations visant la 
machinerie de transcription par l’ARN Pol III ont été réalisées. Il apparaît alors que des kinases 
dépendantes du cycle (cdk, pour cyclin-dependent kinases) inhibent la transcription par l’ARN Pol III 
in vitro lorsqu’elles sont extraites d’œufs de xénope arrêtés en mitose ((HARTL et al. 1993) ; 
Gottesfeld et al., 1994). En particulier, la kinase Cdc2 (dont l’homologue est Cdc28 chez la levure, 
essentielle à la progression du cycle cellulaire) est requise pour déclencher cette répression, mais la 
présence d’un inhibiteur de cette kinase n’empêche pas la répression de la transcription des gènes 
d’ARNt : d’autres kinases seraient également impliquées dans ce contrôle de la transcription. 
Remarquablement, l’addition de TFIIIB purifié à partir d’extraits en interphase peut restaurer la 
transcription inhibée par Cdc2, tandis qu’un TFIIIB extrait de cellules mitotiques ne change rien 
(GOTTESFELD et al. 1994). Ainsi, le facteur de transcription TFIIIB est la cible des phosphorylations de la 
kinase Cdc2 qui conduisent à la répression mitotique. D’autres études portant sur les sous-unités du 
facteur TFIIIB précisent son rôle dans cette répression mitotique. Dans des extraits mitotiques de 
cellules HeLa, la sous-unité Brf1 est hyperphosphorylée, ce qui entraînerait la déstabilisation de 
l’interaction entre Brf1 et Bdp1 et conduirait au départ de Bdp1 de l’ADN (Fairley et al., 2003). L’ajout 
de Brf1 ou de Bdp1 recombinants, mais pas de TBP, rétablit la transcription réprimée dans des 
extraits mitotiques (FAIRLEY et al. 2003). La répression mitotique serait donc médiée par la 
phosphorylation de Brf1 qui déstabiliserait le complexe protéique TFIIIB empêchant ainsi le 
recrutement de l’ARN Pol III et la transcription. 
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D’autres kinases sont capables de cibler la machinerie de transcription par l’ARN Pol III. Par 
exemple, la CK2 (casein kinase 2) est une kinase mitotique capable de stimuler la transcription par 
l’ARN Pol III in vitro réalisée à partir d’extraits purifiés de cellules HeLa (Hockman et Schultz., 1996). 
La CK2 est d’ailleurs retrouvée sur les gènes d’ARNt (Graczyk et al., 2011). Cette kinase est nécessaire 
pour la progression du cycle cellulaire, pendant les phases G1 et G2/M (HANNA et al. 1995). Chez la 
levure S. cerevisiae, la CK2 s’associe et phosphoryle la protéine TBP, permettant ainsi une meilleure 
stabilisation de TFIIIB sur l’ADN in vitro (GHAVIDEL and SCHULTZ 1997 ; GHAVIDEL and SCHULTZ 2001). 
Toutefois, la phosphorylation par la CK2 présente des effets contradictoires sur le système de 
transcription de l’ARNsn U6 reconstitué in vitro avec des facteurs de transcription recombinants et 
de Pol III purifiée à partir de cellules HeLa : en effet, alors que la phosphorylation de l’ARN Pol III est 
requise pour la transcription, la phosphorylation de TFIIIB peut la réprimer (HU et al. 2003). Alors que 
l’inhibition de la CK2 dans des extraits mitotiques restaure la transcription par l’ARN Pol III, son 
inhibition dans des extraits de phase S réprime la même transcription (HU et al. 2004). La kinase CK2 
phosphoryle les sous-unités Bdp1 et préalablement Brf1 au cours de la mitose, d’où la répression 
mitotique (JOHNSTON et al. 2002). Tandis qu’en phase S la cible de la CK2 semble être l’ARN Pol III, 
dont la phosphorylation stimule la transcription. Le fait que la CK2 puisse cibler différents éléments 
de la machinerie de transcription par l’ARN Pol III en fonction des phases du cycle cellulaire soulève 
encore aujourd’hui une interrogation : comment la CK2, constitutivement exprimée, est-elle 
redirigée vers ses différentes cibles en fonction du cycle ?   
Chez les mammifères,  la transcription par l’ARN Pol III est également régulée par la protéine 
Rb (retinoblastoma). Rb est capable d’empêcher spécifiquement le facteur TFIIIB d’interagir avec 
TFIIIC et l’ARN Pol III (Sutcliffe et al., 2000), en s’y liant pendant la phase G0 et la phase précoce de G1 
(early G1) (Scott et al ., 2001). Cette interaction entre Rb et TFIIIB diminue lorsque les cellules 
s’approchent de la phase S. L’activité transcriptionnelle maximale de l’ARN Pol III est atteinte en 
milieu de G1, lorsque Rb est phosphorylée par des kinases qui dépendent de cyclines. TFIIIB 
s’associant uniquement avec la forme déphosphorylée de Rb, on a pu observer que la surexpression 
de ces cyclines conduisent  à la stimulation in vivo de la transcription par l’ARN Pol III (Scott et al., 
2001). Chez les mammifères, la transcription par l’ARN Pol III est donc clairement régulée par la 
protéine Rb en fonction du cycle cellulaire. 
A ce jour, en dehors de l’étude de la répression transcriptionnelle durant la mitose, peu de 
données concernent l’état de la machinerie de transcription par l’ARN Pol III au cours des autres 
phases du cycle cellulaire. Des expériences de marquage de certains transcrits de gènes de classe III 
dans des cellules HeLa montrent que l’activité transcriptionnelle de la Pol III in vivo reste faible en 
sortie de mitose et augmente lorsque les cellules progressent en G1 vers la phase S (White et al., 
1995b).  Dans la même étude, l’hypothèse qu’un inhibiteur de la transcription soit présent au cours 
de la phase précoce de G1 a été écartée : le mélange d’extraits de cette phase avec des extraits 
d’autres phases (S ou G2) ne conduit pas à une baisse de l’activité transcriptionnelle mais plutôt à une 
transcription au moins aussi élevée qu’avec des extraits des phases S ou G2. Par ailleurs, la 
transcription reconstituée in vitro à partir d’extraits de cellules en G1 peut être stimulée de la même 
manière que pour des extraits de cellules mitotiques : l’ajout de TFIIIB, mais pas de TFIIIC ni de TFIIIA, 
stimule la transcription. Plus précisément, l’ajout des sous-unités Brf1 et Bdp1 associées à TBP, mais 
pas TBP lui-même, conduit à cette stimulation. Par contre, l’activité transcriptionnelle de la Pol III 
atteint son niveau maximal au cours de la phase S et de la phase G2 et n’est pas stimulée de la même 
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manière (White et al., 1995b). Une dernière donnée issue de la même étude indique que l’ajout de 
TFIIIC, mais pas de TFIIIB, à des extraits de cellules en phase S ou G2 stimule la transcription in vitro 
par la Pol III du gène viral VAI (White et al., 1995b). Ainsi le facteur limitant de la transcription par 
l’ARN Pol III au cours des phases S et G2 pourrait cette fois être le facteur TFIIIC. 
 
En conclusion, la régulation de la transcription par l’ARN Pol III au cours du cycle cellulaire, 
surtout étudiée chez les mammifères, semble principalement reposer sur la déstabilisation de TFIIIB 
au cours de la mitose. D’autres mécanismes impliquant TFIIIC semblent exister mais ne sont pas 
encore élucidés. A ce jour, l’étude chez la levure de la régulation de la transcription par l’ARN Pol III 
au cours du cycle cellulaire reste relativement inexplorée et ne trouve pas d’équivalents aux 
mécanismes spécifiques décrits chez les mammifères. 
 
 
Figure 11.  La transcription par l’ARN Pol III est régulée au cours du cycle cellulaire 
 
1.3.2.2.2 Que devient la transcription par l’ARN Pol III lorsque la cellule arrête sa 
division ? 
Chaque cycle de division cellulaire mène à la fois à une réplication de l’ADN et à une mitose, 
garantes de l’obtention de deux cellules-filles identiques. Afin d’assurer l’intégrité de ces deux 
étapes, la cellule est capable d’arrêter sa progression à travers le cycle cellulaire lorsqu’un problème 
survient. Ce sont les mécanismes appelés « checkpoints » (littéralement « points de contrôle ») qui 
régissent ce contrôle tout au long du cycle de division cellulaire. Les checkpoints sont des cascades de 
transduction du signal capables de recenser la présence d’un dommage à l’ADN (stress génotoxique) 
ou d’un blocage de la réplication (stress d’origine réplicative). Ces voies de signalisation sont actives 
tout au long du cycle cellulaire et coordonnent les différentes réponses aux dommages de l’ADN : 
arrêt du cycle, activation des mécanismes de réparation, ou bien apoptose (Hartwell et Weinert 
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1989). Les voies de transduction de signal des checkpoints reposent sur trois catégories de protéines : 
d’abord les « senseurs » qui reconnaissent les différents types de défauts et activent la voie de 
signalisation, ensuite les « adaptateurs » qui transduisent le signal jusqu’aux « effecteurs » de la 
réponse aux dommages de l’ADN (Melo et Toczyski, 2002). Aujourd’hui encore, de nombreuses voies 
de signalisation connectant ces protéines des checkpoints avec les événements du cycle cellulaire 
restent à être élucidées. 
Lorsque la levure subit un dommage à l’ADN par le méthanesulfonate de méthyle (MMS) ou 
par irradiation aux ultra-violets (UV) qui causent des lésions de l’ADN, on observe que les ARNt non 
épissés s’accumulent dans le noyau, au lieu d’être exportés et maturés dans le cytoplasme. En effet, 
la transduction du signal de dommage à l’ADN passant par la kinase-senseur Mec1 et la kinase-
effecteur Rad53 conduit à la relocalisation de la protéine Los1, une protéine du pore nucléaire 
responsable de l’export des ARNt (Ghavidel et al., 2007). L’accumulation des ARNt non épissés 
déclenche alors l’activation du facteur de transcription Gcn4 qui réprime la synthèse des protéines 
ribosomales et active la transcription de gènes spécifiques en réponse aux stress (Qiu et al., 2000 ; 
Ghavidel et al., 2007). La croissance étant ainsi inhibée, l’activation de Gcn4 contribue à l’arrêt du 
cycle cellulaire en phase G1 (Hinnebusch et Natarajan, 2002). L’ARNt est ici considéré comme un 
élément intermédiaire d’une voie de signalisation, entre la perception du dommage à l’ADN et l’arrêt 
du cycle cellulaire en réponse au dommage. Toutefois, à ce jour, aucune information n’indique que 
l’accumulation des ARNt non épissés lors d’un dommage à l’ADN puisse réguler leur propre synthèse 
par l’ARN Pol III. Dans ce cas, qu’advient-il de la transcription par l’ARN Pol III ? Est-elle coordonnée à 
l’arrêt du cycle cellulaire et/ou à la réponse aux dommages à l’ADN ?  
  
La transcription par l’ARN Pol III est réprimée par un traitement génotoxique au MMS ou par 
irradiation  aux UV (Ghavidel et Schultz, 2001). Ces deux traitements entraînent une forte diminution 
de la synthèse des ARNt et des ARNr, sans que ceci ne soit une conséquence indirecte de l’arrêt du 
cycle cellulaire contrôlé par un checkpoint de l’ADN : le traitement au MMS dans des mutants de 
levures arrêtés à différents stades du cycle (mutants cdc arrêtés en G1 ou G2/M) présente le même 
effet répressif sur la transcription (Ghavidel et Schultz, 2001). On retrouve également cette 
répression dans des transcriptions réalisées in vitro à partir d’extraits de levures traitées au MMS 
mais avec de l’ADN intact. De plus, le mélange d’extraits traités et non traités ne révèle pas la 
présence d’un inhibiteur qui serait responsable de cette répression. C’est en réalité le facteur TFIIIB 
qui est la cible de la répression au cours de ces dommages à l’ADN : la transcription à partir d’extraits 
de cellules traitées est restaurée par l’addition de TFIIIB purifié de cellules non traitées (Ghavidel et 
Schultz, 2001). 
Par ailleurs, la même étude ajoute que l’interaction entre la sous-unité TBP de TFIIIB et la 
caséine kinase 2 (CK2) est une des cibles de cette régulation transcriptionnelle (Ghavidel et Schultz, 
2001). Nous avons vu précédemment que l’activité kinase de la CK2 stimule la transcription par l’ARN 
Pol III lorsqu’elle est associée à TBP (Ghavidel et Schultz, 1997 ; Ghavidel et al., 1999 ; Johnston et al., 
2002). Dans des cellules traitées au MMS ou aux UV, la diminution de cette activité kinase de la CK2 
correspond à la dissociation entre la sous-unité catalytique de la CK2 et TBP. Ainsi, l’interaction 
CK2TBP participe à la transduction du signal de ces dommages à l’ADN qui mène à la répression de 
la transcription par l’ARN Pol III. D’autres effecteurs de la réponse aux dommages à l’ADN peuvent 
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également cibler TFIIIB, car la CK2 seule ne permet pas de restaurer la transcription in vitro à partir 
d’extraits de cellules traitées aussi efficacement que TFIIIB (Ghavidel et Schultz, 2001). 
Lorsque la réplication est inhibée par l’hydroxyurée (HU), la transcription par l’ARN Pol III est 
également réprimée (Upadhya et al., 2002 ; Nguyen et al., 2010 ). Dans ces conditions, l’expression 
de sous-unités de l’ARN Pol III, de TFIIIB et de TFIIIC ne semble pas varier. Par contre, l’occupation de 
l’ARN Pol III et de TFIIIB sur un gène transcrit par l’ARN Pol III diminue (Nguyen et al., 2010). 
Parallèlement, le facteur TFIIIC est associé avec le répresseur Maf1 (Nguyen et al., 2010). 
L’intervention du répresseur Maf1 au cours de la répression par HU est confirmée par l’inactivation 
du gène MAF1 qui conduit à une atténuation de la répression de la transcription des gènes de classe 
III et à une sensibilité accrue à HU (Nguyen et al., 2010 ; Upadhya et al., 2002). Nous aborderons plus 
tard les modalités d’action de Maf1, répresseur général de la transcription par l’ARN Pol III.  
Nous avons vu que la transcription des ARNt semble fortement réprimée suite à un stress 
génotoxique au MMS ou à HU (Ghavidel et Schultz, 2001). Ce n’est toutefois pas le cas lorsque des 
cassures de l’ADN sont provoquées par la bléocine ou par des irradiations aux rayons  (Nguyen et 
al., 2010). La répression de la transcription des ARNt semble donc spécifiquement couplée à 
seulement certains stress génotoxiques comme le MMS et le rayonnement UV qui impactent plus 
particulièrement sur la réplication de l’ADN (Alcasabas et al., 2001). En réalité, un certain checkpoint 
contrôle la transcription des ARNt : le checkpoint concerné est la voie qui comprend spécifiquement 
la kinase-senseur Mec1, l’adaptateur Mrc1 et la kinase-effecteur Rad53, mais pas celle qui contient 
Tel1 et Rad9, généralement dédiées à la détection des cassures double brin mais pas des défauts de 
réplication. La délétion chez Saccharomyces cerevisiae des gènes MEC1, MRC1 et RAD53 induit la 
synthèse du pré-ARNtLeu, tandis que la délétion des gènes de checkpoint TEL1 et RAD9 n’ont pas 
d’impact sur cette transcription (Nguyen et al., 2010). De plus, la déphosphorylation et l’inactivation 
du répresseur Maf1 dépendrait de l’induction de l’expression de Rad53 dans les cellules traitées à 
l’HU (Nguyen et al., 2010). Ainsi, les trois protéines du checkpoint Rad53, Mrc1 et Mec1, qui sont 
exprimées tout au long du cycle cellulaire, contrôleraient la répression de la transcription des ARNt. 
Finalement, un traitement au MMS ou à l’HU dans des cellules rad53, mec1 ou mrc1 accentue la 
répression de la transcription des ARNt observée dans des mutants non traités (Nguyen et al., 2010). 
La transcription par l’ARN Pol III serait donc régulée non seulement tout au long du cycle cellulaire 
mais également ponctuellement en réponse au dommage à l’ADN par au moins un checkpoint. 
Une dernière observation reliant la transcription par l’ARN Pol III au cycle cellulaire reste en 
suspens : chez Saccharomyces cerevisiae, des mutations dans les gènes RPC53 et RPC160, codant 
respectivement pour les sous-unité C53 et C160 de l’ARN Pol III, conduisent non seulement à un arrêt 
de la synthèse des ARNt, mais également à un arrêt des cellules en phase G1 (Mann et al., 1992). Est-
ce un produit de la transcription par cette ARN Pol III modifiée qui serait directement impliqué dans 
la progression du cycle de division cellulaire ? Existe-t-il un checkpoint vérifiant l’intégrité de la 
machinerie de transcription par l’ARN Pol III ? Ou bien l’arrêt du cycle est-il une conséquence 





Figure 12.  La transcription par l’ARN Pol III est régulée par des protéines de checkpoint 
 
1.3.2.3 La pression cellulaire interne régule la transcription par l’ARN Pol III 
Dans les cellules eucaryotes, les protéines sont synthétisées puis acheminées depuis le 
réticulum endoplasmique jusqu’à l’appareil de Golgi où elles sont triées puis secrétées si nécessaire 
hors de la cellule. Ce cheminement constitue la voie de sécrétion des protéines (pour revue, Prydz et 
al., 2008). L’interruption de cette voie de sécrétion est considérée comme un stress intracellulaire et 
inhibe la synthèse des ribosomes qui sont essentiels à la croissance cellulaire (Mizuta et Warner, 
1994 ; Li et Warner, 1996). Par ailleurs, un défaut dans cette voie de sécrétion conduirait à 
l’accumulation des protéines et à l’augmentation de la pression cellulaire interne. Dans ce cas, la 
cellule active une voie de signalisation particulière visant à préserver l’intégrité de la cellule (Nanduri 
et al., 2001). L’une des réponses cellulaires mise en œuvre est la répression de la transcription par 
l’ARN Pol III. 
Lorsque la voie de sécrétion est affectée, la transcription par l’ARN Pol III est réprimée. C’est 
le cas, par exemple, dans des levures portant des mutations sec (pour secretory pathway) où la voie 
de sécrétion des protéines est interrompue (Mizuta et al., 1994). Un traitement à la bréfeldine A, un 
inhibiteur du transport vésiculaire des protéines, arrête également la voie de sécrétion des protéines 
(pour article récent, Nebenführ et al, 2002). Or dans des mutants sec ou bien dans des cellules 
traitées à la bréfeldine A, on observe une répression de la transcription par l’ARN Pol III (Li et al., 
2000). 
D’autres traitement comme ceux à la tunicamycine ou au chlorpromazine conduisent 
également  à une répression de la transcription par l’ARN Pol III (Gokal et al., 1986 ; Dieci et al., 
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1995 ; Li et al., 2000 ; Upadhya et al., 2002). La tunicamycine inhibe les glycosylations des protéines, 
empêchant ainsi la maturation des protéines et le renouvellement des protéines de la membrane 
plasmique, tandis que le chlorpromazine s’insère dans la membrane plasmique et provoque son 
étirement (Sheetz et Singer, 1974 ; Kamada et al., 1995). Les deux drogues mènent finalement à des 
conséquences physiologiques similaires : la pression cellulaire interne  augmente, représentant alors 
un stress pour la cellule elle-même. 
Des éléments plus en amont de la voie de sécrétion contrôlent la répression de la 
transcription par l’ARN Pol III. Ces éléments font partie de la voie de l’intégrité de la cellule qui réagit 
aux défauts de pression cellulaire interne et aux défauts de la membrane plasmique. Lorsque la voie 
de sécrétion des protéines est interrompue, la voie de l’intégrité de la cellule devient nécessaire pour 
la répression de la transcription par l’ARN Pol III (Li et al., 2000). Ce sont les protéines de la famille 
Wsc (cell wall intergrity and stress response component) et la protéine kinase C (PKC) qui participent 
au maintien de l’intégrité de la cellule lorsque la membrane cytoplasmique ou la paroi cellulaire sont 
endommagées (Nanduri et al., 2001). La délétion chez la levure du gène codant pour la PKC dans un 
mutant sec atténue fortement la répression de la transcription d’un ARNtLys (Li et al., 2000). De 
même, la délétion conjointe de WSC1 avec WSC2 ou de WSC1 avec WSC3 bloque la répression de 
cette transcription dans des cellules traitées à la tunicamycine (Li et al., 2000). Cependant, la délétion 
des gènes BCK1 ou SLT2 codant pour des MAP kinases intervenant en aval des protéines Wsc et de la 
PKC n’empêche pas la répression de cette transcription en présence de tunicamycine (Li et al., 2000).  
Il existe donc une voie effectrice de l’intégrité de la cellule indépendante des MAP kinases Bck1 et 
Slt2 qui conduit à la régulation de la transcription des gènes de classe III. 
 
 
Figure 13.  Régulation de la transcription par l’ARN Pol III par pression cellulaire interne 
Lorsque les protéines ne sont plus sécrétées alors que leur synthèse continue, la transcription par l’ARN Pol 
III est réprimée. Cette répression fait intervenir les protéines de la famille Wsc et la PKC, ainsi que d’autres 
éléments encore non identifiés. 
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1.3.2.4 Régulations spécifiques de la transcription par l’ARN Pol III chez les 
mammifères 
Chez les organismes unicellulaires, l’altération de la transcription par l’ARN Pol III se 
répercute rapidement en termes de survie. Chez les organismes pluricellulaires, les effets sont plus 
complexes et dépendent des tissus cellulaires considérés.  
Certains mécanismes qui régulent la transcription par l’ARN Pol III n’existent que chez les 
organismes pluricellulaires. Un de ces mécanismes propres aux métazoaires est par exemple le 
processus cancéreux où la dérégulation de la prolifération cellulaire aboutit en l’immortalisation des 
cellules. Un autre caractère spécifique aux métazoaires est la différenciation cellulaire qui permet 
d’obtenir différents types de cellules spécialisées à partir de cellules pluripotentes. Nous allons voir 
qu’au cours de ces deux processus cellulaires la transcription par l’ARN Pol III est régulée. 
1.3.2.4.1 La transcription par l’ARN Pol III augmente dans les cellules cancéreuses et 
transformées 
Le cancer est un processus dans lequel des cellules normales ont subi des modifications 
d’ordre génétique qui évoluent en une série d’état malins jusqu’à arriver à un cancer invasif capable 
de se propager à travers le corps entier. Les cellules cancéreuses prolifèrent indépendamment des 
signaux régulant la croissance et échappent à l’apoptose (Hanahan et Weinberg, 2011 ; Hanahan et 
Weinberg, 2000). L’initiation et la progression des cancers sont clairement liées à la dérégulation de 
gènes impliqués dans la prolifération et/ou l’apoptose. Les gènes associés au développement des 
cancers sont des oncogènes ou des suppresseurs de tumeur. Les oncogènes sont activés suite à une 
altération génétique conduisant à la surexpression du gène ou à la modification de la structure de la 
protéine dont l’activité est alors modifiée (pour revue, Croce et al., 2008). A l’inverse, les 
suppresseurs de tumeur ont un rôle de régulateur fonctionnel dans la cellule, et c’est la perte de leur 
fonction qui résulte en un dysfonctionnement cellulaire associé à un cancer (pour revue, Sherr, 
2004).  
Nous verrons comment la transcription par l’ARN Pol III est dérégulée dans des cancers ou au 
cours de la transformation (passage des cellules normales à des cellules cancéreuses). Nous nous 
attarderons ensuite sur différents oncogènes et suppresseurs de tumeurs qui régulent la 
transcription par l’ARN Pol III. 
La transcription par l’ARN Pol III est dérégulée dans les cellules cancéreuses et 
transformées 
Dans diverses formes de cancers, la transcription par l’ARN Pol III est dérégulée. Une 
augmentation inhabituelle de la quantité de plusieurs transcrits par l’ARN Pol III est observée dans 
des cancers du sein, de l’ovaire, du cerveau, de l’œsophage, du poumon ou de la langue par rapport 
à des tissus sains (pour revues, Chen et al., 1997 ; White 2004 ; Marshall et White, 2008). De même, 
la transcription par l’ARN Pol III augmente dans des cellules transformées par des virus ou par des 
agents chimiques carcinogènes (Wang et al., 1995 ; Larminie et al., 1999 ; Gottesfeld et al., 1996 ; 
Felton-Edkins et al., 2002).  
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L’expression de TFIIIC augmente dans certains cas de cancers tels que celui de l’ovaire ou du 
nasopharynx et dans des cellules transformées par quelques virus comme l’adénovirus, le virus 
simien SV40,  ou le virus d’Ebstein-Barr (Marshall et White, 2008). De même, le facteur TFIIIB est 
surexprimé dans certains autres cas de cancers, comme par exemple celui du colon ou du cerveau, et 
dans des cultures transformées avec le virus d’Epstein-Barr, le papovavirus ou le polyomavirus 
(Felton-Edkins et White, 2002 ; Marshall et White, 2008). 
Plusieurs oncogènes et suppresseurs de tumeur régulent la transcription par l’ARN Pol III 
L’étude de quelques oncogènes et suppresseurs de tumeurs dans des processus de 
transformation a permis d’établir que la transcription par l’ARN Pol III est régulée par ces gènes et 
protéines associés aux cancers. A l’heure actuelle, le facteur TFIIIB apparaît comme leur principale 
cible. Nous aborderons dans un premier temps le cas des protéines oncogéniques Ras et c-Myc qui 
conduisent à la stimulation de la transcription, puis dans un second temps le cas des suppresseurs de 
tumeur Rb (retinoblastoma), p53, PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 
10) et BRCA1 (Breast cancer susceptibilty gene 1) qui répriment la transcription par l’ARN Pol III. Nous 
verrons ensuite que les kinases JNK 1 et 2 (c-Jun N-terminal kinases), qui possèdent à la fois des 
propriétés oncogéniques et de suppresseurs de tumeur, régulent également la transcription des 
gènes de classe III. 
La stimulation de la transcription par l’ARN Pol III par la voie Ras avait déjà été abordée au 
cours de la régulation du métabolisme du glucose. A l’origine, c’est l’étude du transactivateur X du 
virus de l’hépatite B qui a mis en évidence son effet stimulateur de la transcription par l’ARN Pol III 
via la voie Ras (Wang et al., 1997). La fonction de la protéine X reste assez méconnue même dans le 
cycle viral du virus de l’hépatite B (pour revue, Yen, 1996). Dans des lignées de cellules de Drosophila 
melanogaster qui expriment la protéine X, on peut observer une stimulation de l’expression des 
gènes transcrits par l’ARN Pol III. Dans ces cellules d’insecte et dans des cellules de rat également 
transformées par le gène X, le niveau de TBP est plus élevé que dans des cellules non transformées. 
L’analyse de transcriptions in vitro révèle que l’activité de TFIIIB extrait de ces cellules transformées 
est plus forte que l’activité de TFIIIB issues de cellules-contrôle, tandis que l’activité de TFIIIC reste 
similaire dans des cellules transformées par le gène X ou non transformées. Ainsi, le transactivateur X 
est capable de stimuler la transcription par l’ARN Pol III, par la stimulation de l’expression de TBP qui 
est limitant dans les cellules (Wang et al., 1995). Plus tard, une seconde étude précise que la 
stimulation par la protéine X de l’expression de TBP et de la transcription par l’ARN Pol III passe 
nécessairement par la voie Ras : l’inactivation de la voie Ras (par mutation de la protéine ou par ajout 
d’un inhibiteur spécifique) empêche l’effet stimulateur précédemment observé de la protéine X dans 
des cellules transformées (Wang et al., 1997). Plusieurs éléments de la voie Ras font l’objet d’études 
pour le traitement des cancers (Downward, 2003). Parmi eux, les kinases ERK de la voie Ras sont 
anormalement actives dans environ 30 % des cancers humains ; l’activation d’ERK est généralement 
due à des mutations dans les gènes RAS (Downward, 2003). Ces kinases phosphorylent Brf1 et 
favorisent alors le recrutement de la Pol III sur TFIIIB (Felton-Edkins et al., 2003b).  
L’oncogène c-Myc (pour revue, Adhikari et Eilers, 2005) est également capable de stimuler la 
transcription par l’ARN Pol III. Des analyses d’immunoprécipitations de la chromatine suivies de 
séquençages (ChIP-Seq) montrent que c-Myc est présent sur une grande majorité des gènes 
transcrits et liés par l’ARN Pol III (Raha et al., 2010). La délétion par knock-out ou l’inhibition de 
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l’expression par ARNsi (pour small interfering) de c-Myc conduit à la diminution de la transcription 
par l’ARN Pol III tandis que l’expression de c-Myc exogène la stimule (Felton-Edkins et al., 2003a ; 
Gomez-Roman et al., 2003). La protéine c-Myc cible le facteur TFIIIB en s’associant avec les sous-
unités Brf1 et TBP (Gomez-Roman et al., 2003). En outre, la protéine c-Myc recrute d’autres facteurs 
dont l’acétyltransférase Gcn5 qui stimulerait l’assemblage de complexes de transcription actifs 
(Kenneth et al., 2007). 
La protéine Rb est un suppresseur de tumeur  impliqué dans la répression de la prolifération 
cellulaire (pour article récent, Poznic, 2009). Cette protéine régule également la transcription par 
l’ARN Pol III. La protéine Rb se fixe au facteur TFIIIB et empêche ainsi le recrutement du complexe 
d’initiation sur les promoteurs des gènes de classe III (Larminie et al., 1997 ; Sutcliffe et al., 2000 ; 
Hirsch et al., 2004). Lors d’une stimulation mitogénique, la protéine Rb est phosphorylée et se 
dissocie de TFIIIB, permettant à la transcription d’être initiée au début de la phase S du cycle 
cellulaire (Scott et al., 2001). Dans le cas de la transformation virale par le virus SV40 ou le 
papovavirus, un antigène est exprimé  et se fixe à Rb qui relâche alors TFIIIB, d’où une stimulation de 
la transcription par l’ARN Pol III (Larminie et al., 1999 ; Felton-Edkins et White, 2002).  
Un autre suppresseur de tumeur impliqué dans la transcription par l’ARN Pol III est p53. Cette 
protéine protège la cellule des stimuli hyperprolifératifs inappropriés en instaurant un arrêt du cycle 
cellulaire ou en déclenchant l’apoptose ; son inactivation est donc cruciale dans l’oncogenèse (pour 
revue, Kruse et Gu, 2009). La protéine p53 réprime la transcription par l’ARN Pol III, à la fois in vitro 
(Chesnokov et al., 1996 ; Cairns et White, 1998) et in vivo (Cairns et White, 1998 ; Stein et al., 2002). 
Ici encore, TFIIIB est la cible du suprresseur de tumeur. En effet, p53 se lie à TBP et bloque le 
recrutement de TFIIIB aux promoteurs des gènes de classe III en empêchant l’interaction entre Brf1 
et TFIIIC (Cairns et White, 1998 ; Crighton et al., 2003). De plus, l’activation de p53 est en partie 
médiée par la protéine Arf (alternative reading frame) : Arf séquestre Mdm2, une ligase responsable 
de la dégradation de p53, suite à un stimuli hyperprolifératif oncogénique (pour article récent, 
Weber et al., 1999). Et lorsque son expression est induite, Arf réprime la transcription par l’ARN Pol 
III d’ARNt (Morton et al., 2007). 
Egalement suppresseur de tumeur, la protéine PTEN (phosphatase and tensin homolog 
deleted on chromosome 10) régule la prolifération cellulaire en réprimant la cascade de signalisation 
en aval de Ras passant par les PI3K (phosphatidylinositol 3-kinases) participant à la croissance 
cellulaire (Engelman et al., 2006). L’activation de PTEN réprime la transcription par l’ARN Pol III via les 
PI3K et la délétion du gène lève cette répression (Woiwode et al., 2008 ; Cabarcas et al., 2008). PTEN 
modifie l’état de phosphorylation des sous-unités Brf1, Brf2 et Bdp1 de TFIIIB et empêcherait ainsi 
leur association avec TBP, donc la formation du complexe TFIIIB (Woiwode et al., 2008 ; Cabarcas et 
al., 2008).  
Le gène BRCA1 (breast cancer susceptibility gene 1) code pour un suppresseur de tumeur 
impliqué dans la réparation de l’ADN, la régulation du cycle cellulaire, la surveillance de l’intégrité du 
génome et l’apoptose (Rosen et al., 2006). Dans des cellules HeLa, la surexpression du gène BRCA1 
inhibe la transcription de divers gènes de classe III (Veras et al., 2009). Toutefois, cette inhibition 
semble spécifique à certaines lignées cellulaires (Cabart et al., 2004 ; Veras et al., 2009). De plus, la 
surexpression supplémentaire de Brf1 ou de Brf2 contrecarre l’effet inhibiteur de BRCA1, suggérant 
ainsi que TFIIIB est encore la cible de la répression par BRCA1 (Veras et al., 2009). 
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Enfin, les JNK (c-jun N-terminal kinases), à la fois oncogéniques et suppresseurs de tumeur, 
régulent également la transcription par l’ARN Pol III. Les JNK sont activées en réponse à des stress, 
des stimuli pro-inflammatoires et des facteurs mitogéniques (Davis et al., 2000). Trois gènes (JNK1, 
JNK2 et JNK3) encodent la dizaine d’isoformes de la protéine JNK. Les protéines JNK ont plusieurs 
fonctions : elles peuvent aussi bien déclencher l’apoptose que la prolifération cellulaire, selon le 
contexte spatio-temporel (type de cellule, stade de développement, environnement…) de leur 
activation (Bode et al., 2007). Par exemple, JNK1 stimule l’expression de TBP tandis que JNK2 la 
réprime (Zhong et al., 2007). A l’image du contrôle de la prolifération, cette opposition régule la 
transcription par l’ARN Pol III. Les protéines JNK régulent de manière coordonnée l’expression de 
Brf1, Bdp1 et TBP et alors que la transcription d’un gène d’ARNt est stimulée par l’activation de JNK1, 
celle de JNK2 l’inhibe (Zhong et Johnson, 2009). Cette régulation pourrait dépendre de la protéine c-
Jun, une des cible des JNK, qui est présente sur une grande majorité des gènes transcrits et liés par 
l’ARN Pol III (Raha et al., 2010). 
 
Bien que la transcription par l’ARN Pol III soit régulée par une variété d’oncogènes et de 
suppresseurs de tumeurs, on ne pouvait pas affirmer que cette régulation soit une cause ou une 
conséquence de l’établissement des cellules cancéreuses. Plusieurs expériences montrent 
aujourd’hui que la régulation de la transcription par l’ARN Pol III serait au moins une cause de 
l’oncogenèse. 
 La stimulation de la transcription des gènes de classe III par la surexpression induite de la 
sous-unité Brf1 ou Brf2 suffit à transformer des cellules de souris (Marshall et al., 2008 ; Lockwood et 
al., 2010). Par ailleurs, la transformation des cellules fibroblastiques de rat par c-Myc nécessite 
l’augmentation de l’expression de la sous-unité TBP et la stimulation de la transcription par l’ARN Pol 
III (Johnson et al., 2008). Chez l’homme, seule l’une des deux isoformes de l’ARN Pol III semble 
concernée par l’instauration de l’état tumoral. En effet, l’expression ectopique du paralogue RPC32α 
associé à la forme α de l’ARN Pol III, mais pas celle de RPC32β, stimulerait non seulement la 
transcription d’un partie des gènes de classe III, mais régule également l’expression de gènes 
impliqués dans l’établissement de cancers (Haurie et al., 2010). 
De manière intéressante, indépendamment de la stimulation de l’expression de composants 
de la machinerie de la transcription par l’ARN Pol III, l’augmentation de la transcription d’un ARNt 
suffit à induire l’oncogenèse. L’expression d’un ARNt a été augmentée par l’ajout de multiples copies 
du gène correspondant. Ainsi, quelques ARNt dont en particulier l’ARNtiMet, mais pas l’ARNtMet, se 
sont révélés être oncogènes (Marshall et al., 2008). L’ARNtiMet est un ARNt original qui reconnaît le 
codon initiateur et est indispensable à l’intégration du premier acide aminé à la chaine 
polypeptidique lors de la traduction. Il représente un facteur limitant pour la traduction (pour revue, 
Kolitz et Lorsch, 2010). Or la traduction joue elle-même  un rôle important dans la transformation des 
cellules (pour revues, Bjornsti et Houghton, 2004 ; Mamane et al., 2004). L’étude de Marshall et al. 
(2008) relie finalement la surexpression de l’ARNtiMet à la stimulation de la traduction : 
l’augmentation de la transcription par l’ARN Pol III favoriserait au moins l’oncogenèse par 




Figure 14.  La transcription par l’ARN Pol III est régulée par des oncogènes et des suppresseurs 
de tumeurs et est impliquée dans l’oncogenèse 
1.3.2.4.2 La transcription par l’ARN Pol III  est régulée au cours de la différenciation 
cellulaire 
Chez les métazoaires,  toutes les cellules ne sont pas identiques. Pendant le développement 
de l’organisme et tout au long de sa vie, les cellules peuvent entrer dans un processus de 
différenciation cellulaire. Elles acquièrent des caractères physiologiques et métaboliques particuliers, 
suivant la spécialisation fonctionnelle de la cellule.  C’est finalement grâce à la prolifération et grâce à 
la différenciation des cellules que l’organisme se construit et se développe. Une étude montre que la 
transcription par l’ARN Pol III a une incidence directe sur le développement du poisson-zèbre Danio 
rerio. Une mutation de la deuxième plus grande sous-unité de l’ARN Pol III empêche notamment le 
développement des organes digestifs de ce poisson (Yee et al., 2007). Ainsi, la transcription par l’ARN 
Pol III n’est pas seulement nécessaire à la simple prolifération des cellules, mais également au 
développement des organismes pluricellulaires. La coordination entre la transcription par l’ARN Pol 
III et le la différenciation des cellules n’est pas encore élucidée mais quelques études nous aident à la 
compréhension de ce lien (pour revue Dumay-Odelot et al., 2010). 
Remarquablement, les deux isoformes de l’ARN Pol III sont exprimées différemment suivant 
le type de cellules. Dans des cellules différenciées, seule la forme β qui est associée au paralogue 
RPC32β serait assemblée, tandis que l’ARN Pol III α, associée à RPC32α, semble présente dans les 
cellules embryonnaires et tend à disparaître au cours de la différenciation des cellules (Haurie et al., 
2010). Remarquablement, les cellules n’exprimant plus l’ARN Pol III β ne croissent globalement plus 
(Haurie et al., 2010). 
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 L’analyse des mécanismes régissant directement la différenciation est techniquement limitée 
par l’obtention de quantités suffisantes de cellules et d’extraits cellulaires. L’utilisation de cellules de 
carcinome embryonnaire permet de contourner cette limite, ces cellules présentant des propriétés 
similaires aux cellules souches qui se différencient (Jacob, 2002 ; Blum et Benvenisty, 2009). Lorsque 
des cellules de carcinome embryonnaire se différencient en cellules d’endoderme, la transcription 
par l’ARN Pol III diminue (White et al., 1989). Des expériences de transcription réalisées in vitro à 
partir d’extraits de ces cellules révèlent que l’activité de TFIIIB est réduite (White et al., 1989). Plus 
précisément, la quantité des trois sous-unités Brf1, Bdp1 et TBP diminue (Alzuherri et al., 1998 ; 
Athineos et al., 2010). Par ailleurs, l’ajout de TFIIIC1 (une fraction purifiée contenant TFIIIC et Bdp1) 
issu de cellules encore non différenciées parvient à restaurer la transcription par l’ARN Pol III dans les 
cellules différenciées (Meissner et al., 2002). L’activité de Bdp1 serait donc altérée au cours de la 
différenciation. 
La transcription par l’ARN Pol III peut également être régulée dans des cellules différenciées. 
Chez les mammifères adultes, des cardiomyocytes (cellules musculaires du cœur) ne se divisent plus 
mais continuent à croître. Au cours de cette croissance indépendante de la division cellulaire, 
appelée hypertrophie,  la transcription par l’ARN Pol III est stimulée par l’augmentation de 
l’expression de Brf1, via c-Myc et ERK (Goodfellow et al., 2006). 
En conclusion, la transcription par l’ARN Pol III serait non seulement régulée pendant le 
processus de différenciation, mais également dans certains types de cellules différenciées.   
 
1.3.2.5 La structure et l’environnement physique des gènes de classe III 
influence leur transcription 
Nous avons vu dans les paragraphes précédents que la transcription par l’ARN Pol III peut 
être régulée par rapport à des signaux environnementaux ou intracellulaires. Nous verrons que 
d’autres mécanismes qui ne sont pas liés à des signaux extra- ou intracellulaires, comme l’état de la 
chromatine ou bien la transcription par l’ARN Pol II, influencent la régulation de la transcription par 
l’ARN Pol III.  
La chromatine est composée d’euchromatine et d’hétérochromatine. L’euchromatine 
correspond généralement à de l’ADN décompacté, où les gènes sont fortement exprimés, tandis que 
l’hétérochromatine est à l’inverse très compacte, l’ADN étant surenroulé autour des protéines 
histones pour former les nucléosomes (Kornberg, 1974). Les nucléosomes structurent la chromatine 
et servent de barrière à la transcription : la compaction de l’ADN dans l’hétérochromatine maintient 
la répression transcriptionnelle sur les gènes en empêchant leur accès aux facteurs de transcription 
et aux ARN Pol (Strahl et Allis, 2000 ; Kornberg 2007). L’absence des nucléosomes dans les séquences 
promotrices des gènes favorise la transcription par l’ARN Pol II et par l’ARN Pol I (Han et Grunstein, 
1988 ; Dammann et al., 1993).  
Même si les gènes de classe III portent peu de nucléosomes (pour article récent Mavrich et 
al., 2008), en est-il de même pour la transcription par l’ARN Pol III ? Quelques expériences ont été 
menées à ce sujet. A partir d’ADN contenant le gène spécifiant l’ARNr 5S et de nucléosomes purifiés, 
une matrice chromatinienne a été reconstituée. Lorsque les nucléosomes sont positionnés in vitro 
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aux séquences promotrices, la transcription de l’ARNr 5S n’est pas possible (Morse, 1989). Toutefois, 
la répression transcriptionnelle des nucléosomes aux séquences promotrices n’est pas si évidente. En 
effet, in vivo, l’insertion de séquences de positionnement d’un nucléosome dans les séquences 
promotrices d’un gène d’ARNtTyr n’affecte pas sa transcription (Morse et al., 1992). Aucun 
nucléosome n’est d’ailleurs positionné par la séquence-signal insérée dans le gène sauf lorsque le 
gène d’ARNt est inactivé par une mutation et n’est alors pas transcrit par la Pol III (Morse et al., 
1992). D’autres études indiquent que la déplétion des nucléosomes n’influence pas l’occupation de la 
machinerie de transcription par l’ARN Pol III (Kim et al., 1988 ; Guffanti et al., 2006). Toutefois, les 
éléments de la machinerie de transcription pourraient être présents sur la chromatine et incapables 
de transcrire en présence de nucléosomes, comme il l’est suggéré pour le locus ZOD1 transcrit par 
l’ARN Pol III (Guffanti et al., 2006). 
 
D’autres protéines participent également à la structuration de la chromatine par les 
nucléosomes et constituent un autre point de régulation de la transcription. Les complexes FACT 
(facilitates chromatin transcription) et RSC (remodels structure of chromatin) modulent la 
transcription d’un gène d’ARNtTyr (Mahapatra et al., 2011). Le complexe FACT, dont l’une des sous-
unité est Nhp6, est un chaperon d’histones nécessaire à l’élongation de la transcription Pol II sur la 
chromatine (Orphanides et al., 1998). Le complexe RSC est quant à lui impliqué dans le remodelage 
de la chromatine pour l’activation de la transcription par l’ARN Pol II (Chaban et al., 2008). Ces deux 
complexes coopèrent pour insérer ou éjecter une forme d’histone, dans les nucléosomes de la région 
flanquante en 5’ du gène de classe III, qui module directement sa transcription in vitro par l’ARN Pol 
III (Arimbasseri et al., 2008 ; Mahapatra et al., 2011). L’immunoprécipitation par le complexe FACT de 
la chromatine issue de cellules HeLa montre qu’il est présent sur les trois types de gènes transcrits 
par l’ARN Pol III (Birch et al., 2009). De son côté, le complexe RSC a été localisé sur la grande majorité 
des gènes transcrits par l’ARN Pol III par immunoprécipitation de la chromatine de levure suivie d’une 
analyse sur puce à ADN (Ng et al., 2002). L’inhibition de l’expression de RSC entraîne la diminution de 
la transcription des gènes de classe III accompagnée d’une augmentation du nombre des 
nucléosomes sur ces gènes (Soutourina et al., 2006 ; Parnell et al., 2008). 
 
Parallèlement à l’organisation des nucléosomes, l’expression des gènes transcrits par l’ARN 
Pol II peut également dépendre de modifications telles que des méthylations. Les CpG (cytosine-
phosphate-guanine) sont des dinucléotides consécutifs (C et G) dans la chaîne d’ADN et leur 
méthylation sont des marques épigénétiques qui corrèlent à l’inhibition de l’expression des gènes 
transcrits par l’ARN Pol II (Fan et al., 2008). Dans le cas du virus d’Epstein-Barr, la transcription par 
l’ARN Pol III des ARN EBER-1 et EBER-2 dépendent directement de la méthylation des CpG dans les 
gènes. La transcription in vivo des gènes viraux EBER dont les CpG ont été préalablement méthylés in 
vitro est réprimée (Banati et al., 2008). Plus globalement, l’analyse de l’occupation de l’ARN Pol III 
(déterminée par ChIP-Seq) et des transcrits obtenus (par RNA-Seq) indique qu’elle transcrit 
majoritairement des loci correspondant à de la « chromatine active » (Barski et al., 2010 ; Oler et al., 
2010). Cet état chromatinien, caractéristique des gènes exprimés activement, correspond à des CpG 
non méthylés et à des modifications d’histones telles que des acétylations et des méthylations (Li et 
al., 2007 ; McStay et Grummt, 2008). Par ailleurs, dans une expérience où la phosphorylation de 
l’histone H28 est spécifiquement inhibée, la transcription par l’ARN Pol III diminue (Zhang et al., 
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2011). L’accessibilité de l’ARN Pol III à ses sites de transcription peut donc être conditionnée par les 
modifications chimiques portées par la chromatine. 
 
Finalement, la transcription par l’ARN Pol III se révèle être régulée par l’état chromatinien de 
manière similaire à la transcription par l’ARN Pol II (Li et al., 2007). La comparaison des deux types de 
transcription a poussé à l’analyse de l’occupation des deux ARN Pol (Barski et al., 2010). De manière 
surprenante, des immunoprécipitations de la chromatine suivies de séquençages (ChIP-Seq) révèlent 
que sur le génome humain, l’ARN Pol II se positionne sur ou près d’une grande partie des gènes 
transcrits et liés par l’ARN Pol III (Listerman et al., 2007 ; Oler et al., 2010 ; Raha et al., 2010). De plus, 
dans ces cellules, lors d’un traitement à forte dose d’α-amanitine bloquant spécifiquement 
l’élongation par l’ARN Pol II, la quantité de plusieurs ARN transcrits par l’ARN Pol III semble diminuer 
(Listerman et al., 2007 ; Raha et al., 2010). La transcription optimale par l’ARN Pol III in vivo 
dépendrait donc de la transcription, au moins de l’élongation, par l’ARN Pol II.  
Par ailleurs, chez la levure, les deux gènes codant pour l’ARNr 35S, transcrit par l’ARN Pol I et 
l’ARNr 5S, transcrit par l’ARN Pol III, sont toujours séparés par des séquences IGS (intergenic spacers) 
qui servent de barrière transcriptionnelle : ces IGS sont occupées par l’ARN Pol II qui y est bloquée. 
Le départ de l’ARN Pol II des IGS conduit à un mauvais positionnement de l’ARN Pol III au gène de 
l’ARNr 5S et à la diminution de sa transcription in vivo (Mayan et Aragòn, 2010). La transcription par 
l’ARN Pol III dépendrait donc également du positionnement de l’ARN Pol II et pas seulement de son 
activité transcriptionnelle. 
 
Ainsi, la transcription par l’ARN Pol III est régulée de manière comparable à la transcription 
par l’ARN Pol II, par l’état chromatinien, à travers sa structure modulée par les nucléosomes ou par 
des modifications chimiques servant de marques épigénétiques. Mais l’activité transcriptionnelle de 
l’ARN Pol III serait également influencée par l’ARN Pol II, témoignant de la complexité de la 




1.4 La répression de la transcription par l’ARN Pol III 
converge vers Maf1 
Nous avons vu précédemment plusieurs cas où la transcription des gènes de classe III était 
réprimée. La répression de la transcription par l’ARN Pol III peut s’avérer nécessaire afin de 
permettre à la cellule de s’adapter de manière optimale aux conditions environnementales 
auxquelles elle est soumise. La répression de la transcription par l’ARN Pol III converge vers la 
protéine Maf1, premier répresseur spécifique de l’ARN Pol III identifié chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae. Le gène MAF1 a initialement été identifié au cours d’un crible génétique chez 
Saccharomyces cerevisiae en tant que suppresseur de mutation d’un gène d’ARNt (Boguta et al., 
1996). La mutation de MAF1 conduit à une augmentation de la quantité d’ARNt et d’ARNr 5S dans 
des levures cultivées en milieu non fermentescible et ce phénotype est supprimé par des mutations 
dans le gène codant pour la grande sous-unité C160 de l’ARN Pol III (Boguta et al., 1996 ; Pluta et al, 
2001). Le gène MAF1 code pour une protéine de 395 acides aminés qui est conservée chez les 
eucaryotes, de la levure à l’homme en passant par les plantes (Pluta et al., 2001 ; Gajda et al., 2010). 
Maf1 est décrit en tant qu’effecteur final dans la répression de la transcription par l’ARN Pol III à 
travers plusieurs voies de signalisation dépendant des nutriments ou de stress.  
1.4.1 Maf1 intègre les signaux de diverses voies de signalisation 
De nombreuses voies de signalisation régulent la croissance et la transcription par l’ARN Pol 
III comme nous l’avons vu dans les paragraphes précédents. Plusieurs de ces voies de signalisation 
convergent vers Maf1 lorsque la transcription par l’ARN Pol III est réprimée : stress génotoxiques, 
traitements affectant la voie de sécrétion des protéines, stress nutritionnels (Willis et al., 2004 ; 
Ciesla et Boguta, 2008 et figure 15).  
Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les cellules ne disposant plus de la protéine Maf1 ne 
sont plus capables de réprimer la transcription des ARNt par l’ARN Pol III suite à plusieurs types de 
stress (Upadhya et al., 2002). En effet, dans des mutants dont la voie de sécrétion des protéines est 
altérée, ou bien suite à un traitement au chlorpromazine, la délétion maf1 empêche la répression 
de la transcription par l’ARN Pol III (Upadhya et al., 2002 ; Desai et al., 2005).  
La répression de la transcription par l’ARN Pol III par Maf1 a par ailleurs été observée après 
un traitement par des agents génotoxiques comme le MMS ou l’HU activant des protéines des 
checkpoints (Upadhya et al., 2002 ; Reina et al., 2006 ; Nguyen et al., 2010). Un stress oxydatif au 
peroxyde d’hydrogène converge également vers Maf1 pour réprimer la transcription par l’ARN Pol III 
(Boisnard et al., 2009).  
La voie Tor, sollicitée notamment lors de carences en nutriments mimées par un traitement à 
la rapamycine, met Maf1 en cause lors de la répression de la transcription par l’ARN Pol III. Maf1 a 
également été impliqué dans la répression transcriptionnelle au cours de l’entrée des cellules en 
phase stationnaire de croissance (Upadhya et al., 2002 ; Wei et al., 2009 ; Kantidakis et al., 2010). La 
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répression transcriptionnelle est également médiée par Maf1 au cours de la régulation du 
métabolisme du carbone chez la levure : lors de la transition d’une source de carbone 
fermentescible, telle que le glucose, à une source de carbone non fermentescible, comme le glycérol, 





Figure 15.  Maf1 est un médiateur pour la répression de la transcription par l’ARN Pol III en 
réponse à plusieurs stress 
Les northern-blot sont réalisé à partir d’ARN extraits d’une souche sauvage (wild-type) ou d’une souche 
maf1. Les ARNt détectés par les sondes sont indiqués sur le côté. Les conditions de régulation sont : (A) 
tunicamycine 2,5 g/ml, (B) chlorpromazine 250 M, (C) rapamycine, 0,2 g/ml, (D) transition de la phase de 





1.4.2 Maf1 est régulé par des phosphorylations et des 
déphosphorylations 
L’activité de Maf1 est régulée par son état de phosphorylation. La protéine Maf1 porte une 
trentaine de sites potentiels de phosphorylation. Plusieurs de ces sites sont ciblés par les kinases 
PKA, Sch9 et CK2 et la phosphatase PP2A (Willis et Moir, 2006 ; Ciesla et Boguta, 2008 ; Wei et Zheng, 
2010). Dans des conditions de croissance favorables, la protéine Maf1 est phosphorylée par les 
kinases et est alors majoritairement localisée dans le cytoplasme chez S. cerevisiae (Moir et al., 
2006 ; Willis et Moir, 2007 ; Lee et al., 2009 ; Wei et al., 2009). En phase stationnaire ou en conditions 
de stress (stress nutritionnels, dommages à l’ADN), la protéine Maf1 est déphosphorylée et importée 
dans le noyau, où elle réprime la transcription par l’ARN Pol III (Oficjalska et al., 2006 ; Roberts et al., 
2006).  
La PP2A (protein phosphatase 2A) est capable de déphosphoryler Maf1 (Oficjalska-Pham et 
al., 2006 ; Boisnard et al., 2009). Cette phosphatase est un effecteur en aval de TORC1 dans la voie 
Tor. La déphosphorylation rapide de Maf1 est corrélée à sa localisation dans le noyau, à sa 
localisation sur les loci transcrits par l’ARN Pol III et à la répression de la transcription (Oficjalska-
Pham et al., 2006 ; Roberts et al., 2006). Des mutations altérant l’activité catalytique de la PP2A 
entraînent des défauts de déphosphorylation de Maf1 et empêchent sa localisation nucléaire et son 
activité répressive sur la transcription par l’ARN Pol III (Oficjalska-Pham et al., 2006).  
Le transport de Maf1 du noyau au cytoplasme est médié par Msn5, une exportine nucléaire. 
Lorsque le gène codant pour Msn5 est délété, Maf1 est constitutivement nucléaire, mais la 
répression par Maf1 de la transcription par l’ARN Pol III n’est pas constitutive et reste régulée (Moir 
et al., 2006 ; Towpik et al., 2008 ; Wei et al., 2009). La localisation nucléaire de Maf1 est une 
condition nécessaire mais pas suffisante à la répression de la transcription par l’ARN Pol III. Ce serait 
plus précisément la relocalisation de Maf1 au nucléole du noyau qui pourrait être essentielle à sa 
fonction de répresseur (Wei et al., 2009). Lorsque Maf1 est constitutivement nucléaire, la 
dérepression de la transcription reste également intacte lorsque les levures passent d’un milieu non 
fermentescible à un milieu fermentescible (Moir et al., 2006 ; Towpik et al., 2008 ; Wei et al., 2009). 
La localisation de Maf1 au cytoplasme n’est donc pas nécessaire à la dérépression de la transcription. 
L’état de phosphorylation global de Maf1 est par contre essentiel à sa fonction de régulateur de la 
transcription comme l’indiquent les analyses de plusieurs mutants exprimant des formes 
différemment phosphorylées de Maf1 (Towpik et al., 2008).  
Plusieurs kinases phosphorylent la protéine Maf1. Dans la levure, la kinase PKA phosphoryle 
des résidus de Maf1 à proximité de séquences de localisation nucléaire (NLS pour nuclear 
locaslisation signal) ayant été identifiées et qui deviendraient alors inaccessibles, ce qui empêcherait 
Maf1 d’être transporté jusqu’au noyau (Lee et al., 2009 ; Moir et al., 2006). Cependant, lorsque la 
kinase PKA est activée constitutivement, par délétion de sa sous-unité régulatrice Bcy1 ou par une 
mutation particulière de RAS2, Maf1 n’est pas complètement phosphorylé et la répression de la 
transcription par l’ARN Pol III en réponse à un stress est partiellement bloquée (Moir et al., 2006). 
Ceci suggère que la phosphorylation de Maf1 est médiée par d’autres kinases. Parmi elles, on trouve 
la kinase Sch9, un effecteur de la voie Tor qui est phosphorylé par le complexe TORC1. L’expression 
d’une forme hyperactive de Sch9 conduit à une diminution de la répression de la transcription par 
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l’ARN Pol III (Wei et Zheng, 2009). Mais la répression de la transcription par l’ARN Pol III ne passe pas 
seulement par la kinase effectrice Sch9 : le complexe TORC1 lui-même peut être localisé sur des 
gènes de classe III et phosphoryle directement Maf1 in vitro (Wei et al., 2009 ; Michels et al., 2010 ; 
Kantidakis et al., 2010). Une autre kinase est également capable de phosphoryler Maf1 et de stimuler 
la   transcription par l’ARN Pol III : la CK2 (Graczyk et al., 2011). Lorsque des levures sont transférées 
d’un milieu non fermentescible à un milieu fermentescible, Maf1 se dissocie des gènes transcrits par 
l’ARN Pol III pour lever la répression, et l’ajout d’un inhibiteur de la CK2 conduit à une forte 
diminution de cette dissociation et à l’absence de la dérépression de la transcription des ARNt, ce qui 
suggère que l’activité de la CK2 est requise pour la dissociation du répresseur Maf1 de l’ARN Pol III 
(Graczyk et al., 2011). Les kinases et phosphatases actuellement connues pour réguler Maf1, le 
répresseur de la transcription par l’ARN Pol III sont répertoriées sur le schéma de la figure 16. 
On note que cette régulation de la transcription par l’ARN Pol III par l’état de phosphorylation 
de Maf1 est conservée chez les mammifères, en particulier chez l’homme (Reina et al., 2006 ; Rollins 




Figure 16.  Le répresseur Maf1 est régulé à plusieurs niveaux 
La proportion de Maf1 présent dans le noyau et associé avec l’ARN Pol III dépend des signaux nutritionnels 




1.4.3 Interactions de Maf1 avec la machinerie de transcription par 
l’ARN Pol III 
Quelques études réalisées chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont permis d’éclairer le 
mécanisme d’action du répresseur Maf1 sur la transcription par l’ARN Pol III.  
In vivo,  Maf1 a été localisé sur les loci transcrits par la Pol III en conditions de répression de la 
transcription (Oficjalska-Pham et al., 2006 ; Roberts et al., 2006). In vitro, la protéine Maf1 
recombinante est capable d’inhiber la transcription reconstituée à partir de fractions purifiées (Desai 
et al., 2005 ; Cabart et al., 2008). Toutefois, la présence de Maf1 n’affecte pas l’efficacité de la 
synthèse in vitro d’ARN dans des expériences d’extension d’amorce utilisant l’ARN Pol III, où la 
transcription est indépendante de l’étape d’initiation (Vanini et al., 2010). De même, une fois les 
facteurs de transcription assemblés dans le complexe de préinitiation et l’ARN Pol III engagée dans 
l’initiation ou l’élongation in vitro, Maf1 ne peut plus interagir avec les composants de la machinerie 
de transcription (Cabart et al., 2008). Par contre, lors d’une transcription in vitro, l’ajout préalable de 
la protéine Maf1 semble inhiber la réinitiation (Cabart et al., 2008). Le répresseur Maf1 n’inhiberait 
donc pas la transcription au cours de l’élongation mais bloquerait plutôt les étapes d’initiation et de 
réinitiation : Maf1 empêcherait la réinitiation facilitée. 
Maf1 se lie in vivo et in vitro à l’ARN Pol III, notamment à sa sous-unité C160, ainsi qu’à la 
sous-unité Brf1 de TFIIIB (Desai et al., 2005 ; Pluta et al., 2001 ; Oficjalska-Pham et al., 2006 ; Cabart 
et al., 2008). Parallèlement, la répression médiée par Maf1 est associée à la diminution de 
l’occupation de Brf1 et de l’ARN Pol III sur les gènes transcrits par l’ARN Pol III (Oficjalska-Pham et al., 
2006 ; Roberts et al., 2006). Cette interaction entre Maf1, l’ARN Pol III et TFIIIB est confirmée par 
l’analyse par cryomicroscopie électronique d’un complexe de Maf1 avec l’ARN Pol III : la liaison de 
Maf1 à l’ARN Pol III induit un réarrangement des sous-unités C82, C34 et C31 qui sont impliquées 
dans la reconnaissance de TFIIIB (Vanini et al., 2010). Maf1 empêcherait donc le recrutement de 
l’ARN Pol III au complexe de préinitiation (figure 17).  
Hormis les séquences d’adressage au noyau (NLS) intervenant dans la localisation cellulaire 
de Maf1 (Moir et al., 2006 ; Lee et al., 2009), la séquence du gène ne donne aucune indication 
particulière sur la structure de la protéine. La séquence de Maf1 contient trois régions conservées 
appelées A, B et C et on distingue dans la protéine deux domaines correspondants d’une part à la 
région A et d’autre part aux régions B et C associées (Pluta et al., 2001 ; Gajda et al., 2010). 
L’interaction de ces deux domaines A et BC est nécessaire à la fonction de répresseur de Maf1 : des 
mutations altérant cette interaction conduisent à un défaut dans la déphosphorylation de Maf1 
(Gajda et al., 2010). La structure cristallographique de Maf1 a été déterminée par rayons X mais n’a 





Figure 17.  Schéma du mode d’action de Maf1 dans une cellule 
En conditions favorables de croissance, Maf1 serait phosphorylé et resterait au cytoplasme. En conditions 
défavorables de croissance, dépendant des nutriments ou à un stress,  Maf1 est déphosphorylée et transféré 
au noyau, où il empêcherait le recrutement de l’ARN Pol III au facteur TFIIIB posititionné sur le promoteur. 





Au laboratoire, différents composants de la machinerie de base de la transcription par l’ARN 
Pol III ont relativement bien été décryptés et étudiés. La transcription des gènes d’ARNt a même été 
reconstituée in vitro chez la levure à partir de protéines TFIIIB et TFIIIC recombinantes et d’ARN Pol III 
hautement purifiée (Ducrot et al., 2006). Cependant, le niveau de transcription obtenu avec ce 
système recombinant est plus faible que celui obtenu avec des fractions protéiques partiellement 
purifiées : comme dans le cas de la transcription par l’ARN Pol II, le système entièrement 
recombinant correspondrait donc à un système de transcription basale. Quels éléments permettent 
de retrouver le niveau de transcription in vivo ? Et pourquoi ce niveau transcriptionnel serait-il 
modulable ?  
Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés à un régulateur inédit de la 
transcription par l’ARN Pol III chez notre modèle d’étude  Saccharomyces cerevisiae : la protéine 
Sub1. Par des approches à la fois in vitro et in vivo, nous avons cherché à caractériser les mécanismes 
moléculaires par lesquels Sub1 active le système de transcription par l’ARN Pol III : identification des 
éléments de la machinerie de transcription ciblés par Sub1, identification des gènes ciblés par Sub1, 
effet de l’inactivation de Sub1 à l’échelle de la transcription comme à l’échelle de la cellule de 
levure… 
Nous nous sommes également intéressés aux différents partenaires de Sub1 hors de la 
machinerie de transcription par l’ARN Pol III. En effet, il serait intéressant de caractériser le rôle 
potentiel de Sub1 dans les mécanismes de régulation. En particulier, quel lien peut-il exister entre 
Sub1 et Maf1, la cible vers laquelle semble converger de nombreuses voies de signalisation lors de la 
répression de la transcription par l’ARN Pol III. 
Un autre aspect de notre étude est l’identification des conditions dans lesquelles la protéine 
Sub1 serait importante. Dans cette optique, nous nous sommes intéressés à la régulation de la 
transcription par l’ARN Pol III dans plusieurs conditions de croissance chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae. La transcription par l’ARN Pol III a non seulement un rôle considérable dans la synthèse 
des protéines, à travers sa régulation par les nutriments disponibles, par les stress que la cellule 
rencontre, mais également dans la transformation oncogénique et même le développement des 
organismes chez les métazoaires. De plus, la transcription par l’ARN Pol III influence elle-même 
d’autres mécanismes moléculaires tels que la réplication, la transcription par l’ARN Pol II. Il est donc 
d’un intérêt grandissant de pouvoir comprendre la régulation de l’activation de cette transcription 
sous tous ces différents aspects. L’étude de l’activateur Sub1 par rapport à un certain nombre de 
gènes impliqués dans diverses fonctions du métabolisme et en fonction de différents stress connus 




Chapitre 2  
Etude d’un régulateur de la 
transcription par l’ARN Pol III : la 
protéine Sub1 
2.1 La transcription par l’ARN Pol III in vivo est plus 
complexe que celle reconstituée in vitro 
La transcription des gènes de classe III a été reconstituée avec succès in vitro à partir de 
protéines recombinantes et d’ARN Pol III hautement purifiée (Ducrot et al., 2006). Cependant, ce 
système ne conduit pas à un taux de transcription maximal, qui n’est obtenu que lorsque la fraction 
protéique de levure B’’ partiellement purifiée (qui contient Bdp1) est utilisée à la place de la sous-
unité Bdp1 recombinante (figure 18).  
 
 
Figure 18.  La transcription in vitro reconstituée avec des protéines recombinantes n’atteint 
pas le niveau de transcription obtenu avec la fraction B’’ 
Les transcriptions in vitro des gènes de classe III SUP4 (pour un ARNt
Tyr
, pistes 1 à 7) et RDN5 (ARNr 5S, 
pistes 8 à 10) ont été réalisées dans un système reconstitué avec les facteurs recombinants TBP, Bdp1, Brf1, 
TFIIIC, TFIIIA et l’ARN Pol III purifiée, ou en l’absence () d’un de ces composants dans le système reconstitué. 
Dans les pistes 1 et 10, la fraction partiellement purifiée B’’ a été utilisée à la place de Bdp1 recombinant 
dans le système reconstitué : le système de transcription reconstitué à partir de facteurs recombinants 





Cette différence transcriptionnelle pourrait s’expliquer par l’absence de modifications ou des 
modifications incorrectes (phosphorylation, repliement, etc.) de certains polypeptides recombinants 
ou bien encore par la présence de facteurs additionnels dans la fraction B’’. Ces facteurs additionnels 
pourraient réguler la transcription par l’ARN Pol III en étant eux-mêmes in vivo soumis à des 
contrôles. En d’autres termes, comme dans le cas de la transcription par l’ARN Pol II, le système de 
transcription par l’ARN Pol III reconstituée in vitro correspondrait à un système de transcription 
basale.  
A partir de ce système reconstitué in vitro, nous avons recherché des protéines qui, comme la 
fraction B’’, stimulent cette transcription par l’ARN Pol III basale. Parmi quelques candidats évoqués 
en introduction, une protéine qui co-purifie avec TFIIIC et impliquée dans la terminaison de la 
transcription par l’ARN Pol III (Wang et Roeder, 1998) a été testée et s’est avérée capable de stimuler 
la transcription de notre système reconstitué in vitro : la protéine Sub1, ayant pour orthologue PC4. 
Avant d’aborder les travaux qui nous ont permis de caractériser ce premier activateur de la 
transcription par l’ARN Pol III, nous nous attarderons sur les données disponibles sur Sub1 et PC4. 
2.2 La protéine Sub1 et son orthologue PC4 
SUB1, pour suppressor of TFIIB mutations 1, est un gène non essentiel dont l’orthologue chez 
l’homme est appelé PC4, pour positive cofactor 4. SUB1 code pour une protéine de 32 kDa composée 
de 292 acides aminés (Knaus et al., 1996) tandis que PC4 code pour une protéine deux fois plus 
petite, de 127 acides aminés (15 kDa). 
Nous verrons que la première fonction décrite de Sub1/PC4 est celle de coactivateur de la 
transcription par l’ARN Pol II qui transcrit les ARNm. Mais Sub1 et PC4 possèdent également d’autres 
fonctions que nous présenterons ensuite (figure 19). Enfin, nous détaillerons la structure de 
Sub1/PC4 en particulier par rapport à son activité en tant que coactivateur. (Pour revues, Thomas et 
Chiang, 2006 ; Conesa and Acker, 2010). 
2.2.1 Les fonctions de Sub1/PC4 
2.2.1.1 Sub1/PC4, régulateur de la transcription par l’ARN Pol II 
Chez la levure, Sub1 a tout d’abord été identifié en tant que suppresseur de mutations 
thermosensibles de TFIIB, un facteur de la transcription par l’ARN Pol II (Knaus et al., 1996). Il a 
également été identifié sous le nom de Tsp1 (Transcriptional Stimulatory Protein 1) (Wu et al., 1999) 
comme coactivateur de la transcription de divers gènes par l’ARN Pol II. Les coactivateurs sont des 
intermédiaires entre la machinerie de transcription et des activateurs et régulent la transcription 
(Kaiser et Meisterernst, 1996). Sub1/PC4 est un intermédiaire entre des facteurs de la transcription 
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par l’ARN Pol II et plusieurs de ses activateurs (Ge et Roeder., 1994 ; Knaus et al., 1996 ; Henry et al., 
1996).  
Sub1/PC4 intervient à plusieurs étapes de la transcription par l’ARN Pol II mais sa fonction la 
mieux définie reste celle dans la préinitiation de la transcription. En effet, Sub1 et PC4 interagissent 
avec le facteur de transcription TFIIA, avec les protéines TAF (pour TBP-associated factors) du facteur 
TFIID, ainsi qu’avec le facteur TFIIB. Par ces interactions, Sub1/PC4 stimule l’assemblage in vitro du 
complexe de préinitiation de la transcription par l’ARN Pol II (Ge et Roeder, 1994 ; Kaiser et al., 1995 ; 
Lewis et al., 2005). Et à la fin de l’initiation, la protéine interagirait avec le facteur de transcription 
TFIIH pour faciliter l’échappement du promoteur (promoter escape), le moment pendant lequel la 
polymérase doit se détacher du promoteur pour poursuivre correctement la transcription (Fukuda et 
al., 2004).  
Sub1/PC4 semble également intervenir au niveau de l’élongation de la transcription par l’ARN 
Pol II. Sub1 serait impliqué dans la phosphorylation du domaine carboxy-terminal (CTD) de l’ARN Pol 
II qui régule l’élongation de la transcription, en interagissant avec des kinases (Kin28, Bur1, Ctk1 et 
Srb10) et une phosphatase (Fcp1) ciblant ce CTD (Calvo et Manley, 2005 ; Garcia et al., 2010). De 
plus, Sub1 interagit génétiquement avec le facteur TFIIS et la sous-unité Rpb9 de l’ARN Pol II, qui sont 
nécessaires à l’élongation de la transcription par l’ARN Pol II (Koyama et al., 2008).  
Quelques données indiquent que Sub1/PC4 participe à la terminaison de la transcription et à 
la maturation des ARNm (Calvo et Manley, 2001 ; He et al., 2003). Le lien ces deux étapes est bien 
établi (pour revue, Buratowski, 2005) et renforcé par l’implication de Sub1/PC4 dans ces deux 
processus. Plus particulièrement, Sub1/PC4 y aurait deux fonctions antagonistes. D’un côté, Sub1 
peut s’associer directement avec Rna15 (association conservée entre leurs orthologues respectifs 
PC4 et CstF-64) et Pta1, deux sous-unités des complexes de clivage et de polyadénylation des ARNm 
(pour revue, Shatkins et Manley, 2000). Sub1/PC4 inhiberait leurs fonctions dans la terminaison de la 
transcription et la maturation des ARNm : Sub1 serait alors un « antiterminateur » de la transcription 
(Calvo et Manley, 2001). D’un autre côté, la surexpression de Sub1 permet de supprimer les défauts 
de maturation observés dans des souches où la protéine Pta1 est mutée, suggérant que Sub1 puisse 
également avoir un effet positif sur la terminaison de la transcription (He et al., 2003). Dans ces deux 
fonctions, Sub1 contribuerait à la terminaison correcte de la transcription par l’ARN Pol II.  
L’ensemble de ces études indiquent que Sub1/PC4 semble être un activateur de la 
transcription par l’ARN Pol II. Mais d’autres travaux suggèrent que Sub1/PC4 serait également un 
répresseur de la transcription par l’ARN Pol II. En effet, la stimulation par PC4 de la transcription 
reconstituée in vitro dépend de la présence des TAF et de TFIIH : en leur absence, PC4 réprime 
fortement la transcription in vitro (Malik et al., 1998 ; Werten et al., 1998b). Dans ces conditions, le 
complexe de préinitiation est bien assemblé mais est incapable de transcrire (Malik et al., 1998). De 
plus, de fortes concentrations de PC4, même en présence de TFIIH et de TAF, conduisent à la 
répression de la transcription par l’ARN Pol II in vitro : PC4 entrerait en compétition avec les autres 
facteurs de transcription pour se lier à l’ADN, limitant ainsi la formation des complexes d’initiation 
(Werten et al., 1998b). De son côté, Sub1 réprime la transcription en inhibant la formation in vitro du 
complexe TBP-TFIIB sur les promoteurs (Knaus et al., 1996). Parallèlement à ces expériences menées 
in vitro, d’autres études confirment la fonction de répresseur de Sub1/PC4 in vivo. Par exemple, Sub1 
a été caractérisé en tant que répresseur de l’expression de IMD2, un gène qui confère une résistance 
au mycophénolate (un inhibiteur de l’élongation de la transcription par l’ARN Pol II) (Koyama et al., 
2008). Par ailleurs, des expériences réalisées dans des cellules HeLa montre que PC4 est une protéine 
chromatinienne qui pourrait interférer avec l’organisation de la structure de la chromatine : en 
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l’absence de PC4, la chromatine semble décompactée, en corrélation avec l’activation d’une centaine 
de gènes et à la répression d’une cinquantaine d’autres gènes (Das et al., 2006). Sub1/PC4 
possèderait donc une double fonction d’activateur et de répresseur de la transcription par l’ARN Pol 
II. 
2.2.1.2 Sub1/PC4 intervient dans d’autres mécanismes moléculaires et 
cellulaires 
Bien que les gènes ciblés par le régulateur Sub1/PC4 ne soient pas tous identifiés, quelques 
études relient Sub1/PC4 à des mécanismes moléculaires et cellulaires autres que la transcription par 
l’ARN Pol II. 
Par exemple, Sub1 participe à l’osmoréponse, la réponse transcriptionnelle au choc 
osmotique conduisant à l’adaptation et à la survie de la cellule. Lors d’un choc osmotique, la 
cascade HOG (High-Osmolarity Glycerol) est activée principalement via la MAPK Hog1 (p38 chez les 
mammifères), mais pas seulement (pour revue, Hohmann et al., 2007). En effet, d’autres voies de 
signalisation parallèles à Hog1 complètent l’osmoréponse (Rep et al., 1999(b)). La protéine Sub1 est 
impliquée dans l’une de ces autres voies de signalisation : Sub1 active l’expression d’une partie des 
gènes de l’osmoréponse lors d’un choc osmotique, en favorisant l’assemblage ou la stabilité du 
complexe de pré-initiation sur les promoteurs des gènes (Rosonina et al., 2009). 
Ailleurs, Sub1/PC4 est requis dans la résistance au peroxyde d’hydrogène (H2O2) et est 
impliqué dans la prévention des mutations spontanées et/ou induites par un stress oxydatif. Cette 
activité antimutatrice est liée au domaine de dimérisation et de liaison à l’ADN simple brin que 
possède Sub1/PC4 (Wang JY et al., 2004). Sub1 interagit avec Rad2 (et PC4 avec son orthologue XPG), 
une endonucléase du système NER (Nucleotide Excision Repair) de réparation d’ADN lésé (Wang et 
al., 2004). La protéine PC4 semble d’ailleurs s’accumuler transitoirement aux sites où l’ADN est 
endommagé suite à un stress oxydatif tel que l’exposition au HU, au H2O2 ou aux ultra-violets 
(Mortuzewicz et al., 2008). Ces données suggèrent ainsi l’implication de Sub1/PC4 dans un 
mécanisme de réparation de l’ADN.  
Sub1/PC4 pourrait également intervenir dans la réplication. PC4 peut former des complexes 
avec la protéine RPA (replicative protein A ; également appelée HSSB pour human single-stranded 
binding protein), qui est nécessaire au déroulement de l’ADN et à la réplication du virus SV40 (Pan et 
al., 1996). En s’associant à RPA sur de l’ADN simple brin, PC4 peut ou bien altérer la réplication du 
génome viral, ou bien la stimuler si elle n’est présente qu’en faible quantité par rapport à RPA (Pan et 
al., 1996). 
PC4 serait également impliqué dans l’oncogenèse. En effet, PC4 est capable d’inhiber la 
transformation médiée par Ras de cellules humaines, comme un suppresseur de tumeur (Kannan et 
al., 1999). Par ailleurs, PC4 interagit avec le suppresseur de tumeur p53 et en stimule la fonction 
d’activateur transcriptionnel (Banerjee et al., 2004). 
Enfin, la protéine PC4 semblait également impliquée dans la transcription par l’ARN Pol III. 
D’abord, il a été observé que PC4 co-purifie avec le facteur TFIIIC (Wang et al., 1998). Ensuite, des 
expériences montrent que PC4 peut stimuler la transcription in vitro par l’ARN polymérase III du gène 
viral VA1 (Wang et al., 1998 ; Mertens et Roeder., 2008). Les expériences réalisées révèlent que PC4 
ne stimule pas l’initiation mais plutôt la réinitiation (Wang et al., 1998). De plus, PC4 semble 
également impliqué dans la terminaison de la transcription par l'ARN Pol III : dans un système 
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reconstitué in vitro, la transcription du gène VA1 ne s’arrête précisément au site de terminaison 
qu’en présence de PC4 (Wang et al., 1998). Enfin, tout récemment, une étude montre que la 
protéine Sub1 est présente non seulement sur des gènes de classe II mais également de manière 
inattendue sur des gènes de classe III (Rosonina et al., 2009). Parmi les différentes fonctions de la 
protéine Sub1/PC4, ce sont ces dernières données concernant PC4 et la transcription par l’ARN Pol III 




Figure 19.  Sub1 et PC4 sont impliqués dans plusieurs mécanismes cellulaires 
 
On remarque que toutes ces fonctions de Sub1 et de PC4 ont lieu à proximité de l’ADN. Dans 
les paragraphes suivants, nous verrons que les informations disponibles sur la structure de Sub1 et 
de PC4 confirment leur capacité à interagir avec l’ADN.  
 
2.2.1.3 Structure de Sub1/PC4  
La séquence entière de PC4 peut être contenue dans la séquence de Sub1 (figure 20). La 
partie C-terminale de Sub1 non commune avec PC4 n’a pour le moment pas de fonction connue. A ce 
jour, les données dont nous disposons concernent surtout la structure de PC4. 
Du côté C-terminal de PC4 se trouvent un motif de liaison à l’ADN simple brin ainsi qu’un 
domaine de dimérisation nécessaire à sa capacité de liaison à l’ADN simple brin (Kretzschmar et al., 
1994 ; Brandsen et al., 1997 ; Werten et al., 1998 ; Werten et Moras, 2006). Ce domaine C-terminal 
est responsable de l’interaction de PC4 avec les activateurs (Jonkers et al., 2006b ; Ge et Roeder, 
1994), et de la fonction de répresseur de PC4 (Wertens et al., 1998b). 
Dans la partie homologue aux deux protéines, la partie N-terminale est flexible et 
déstructurée (Jonkers et al., 2006b). Cette région est riche en sérines et résidus acides et est plus 
petite dans Sub1 (5 sérines dans 17 résidus) que dans PC4 (deux domaines avec 9 sérines dans 16 
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résidus et 8 sérines dans 13 résidus) (Henry et al., 1996). Dans PC4, les deux domaines riches en 
sérines sont séparées par une région riche en lysines (Kaiser et al., 1995). La modification de certains 
acides aminés de cette partie N-terminale de PC4 régule la fonction de coactivateur de PC4 et sa 
capacité de liaison à l’ADN (Kretzschmar et al., 1994 ; Jonkers et al., 2006a et b). Par exemple, 
l’activité de coactivateur est inhibée par la phosphorylation de sérines, notamment par les kinases 
CK2 et PKC (Ge et al., 1994), par des facteurs du Médiator (complexe d’activation de la transcription 
par l’ARN Pol II) (Gu et al., 1999), ou par les facteurs TFIID et TFIIH (Malik et al., 1998). La protéine 
PC4 peut également être acétylée au niveau de deux lysines par p300, un autre coactivateur, et cette 
acétylation stimulerait la capacité de PC4 à se lier à l’ADN double brin (Kumar et al., 2001). Toutefois, 




Figure 20.  Alignement des séquences de la protéine PC4 et Sub1 
En haut, alignement des séquences Sub1 (Saccharomyces cerevisiae) et de PC4 (humain réalisées avec les 
séquences disponibles sur PubMed et le programme T-Coffee). Les régions surlignées sont les régions similaires 
voire consensus (rouge).  
En bas, représentation schématique des séquences protéiques de Sub1 et PC4, d’après Thomas et Chiang, 
2006. Dans PC4, le domaine régulateur (rouge) comprend des régions riches en sérines et résidus acides 
(jaune ; domaines SEAC pour serine enriched acidic), séparées par une région riche en lysines (orange). Le 
domaine de dimérisation et de liaison à l’ADN simple brin est coloré en bleu.  
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2.3 Sub1 est un régulateur de la transcription par l’ARN pol 
III 
Notre laboratoire s’intéresse à la machinerie de transcription de l’ARN Pol III et à sa 
régulation. Comme le système de transcription que nous avons reconstitué in vitro n’est pas optimal, 
nous nous sommes demandés si un activateur pouvait stimuler cette transcription. Nous avons donc 
recherché des activateurs de la transcription par l’ARN Pol III dans la littérature. Parmi les quelques 
régulateurs répertoriés que nous avons présentés en introduction, nous nous sommes intéressés à 
Sub1, malgré le fait que PC4 ait été présenté comme un candidat au faible potentiel pour activer la 
transcription : « PC4 *is+ present *…+ only in trace amounts. Thus, *…+ PC4 seem less likely than NF1 to 
participate in RNA polymerase III transcription in vivo » (Shramm et Hernandez, 2002). Nous avons 
alors testé l’effet de Sub1 sur notre système de transcription in vitro et observé que la protéine était 
capable de le stimuler. Nous avons alors entrepris la caractérisation de la protéine Sub1 en tant 
qu’activateur de la transcription par l’ARN Pol III, à travers plusieurs analyses à la fois in vitro et in 
vivo. 
Au cours de notre étude, nous avons détecté Sub1 sur les gènes de classe III in vivo. Nous 
avons également observé que Sub1 est capable de stimuler la transcription par l’ARN III reconstituée 
in vitro avec les facteurs TFIIIB et TFIIIC recombinants et avec l’ARN Pol III purifiée. Sub1 stimule deux 
étapes de la transcription : l’initiation et la réinitiation facilitée. Des expériences supplémentaires 
nous montrent que la protéine interagit directement avec TFIIIB et TFIIIC. Enfin, nous avons pu 
constater que la délétion de Sub1 dans la levure conduit à une diminution de la transcription par 
l’ARN Pol III en phase exponentielle de croissance. 
 
Tous ces résultats font l’objet de l’article suivant : 
 
Tavenet et al., Genome-wide location analysis reveals a role for Sub1 in RNA polymerase III 



















































2.4 Résultats et discussions 
2.4.1 Localisation de Sub1 sur le génome 
L’analyse de l’occupation de Sub1 sur le génome a été réalisée par immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP) suivie d’une hybridation comparative sur puce à ADN (ChIP on chip) (figure 1 de 
l’article). La puce à ADN utilisée présente non seulement des ORF (open reading frames ; cadres de 
lecture ouverts) mais également des régions intergéniques contenant des gènes de classe III 
(Harismendy et al., 2003). Environ un quart des loci sur lesquels Sub1 est retrouvé sont situés dans 
des ORF qui représentent globalement des gènes activement transcrits. Cette observation est en 
accord avec la fonction de coactivateur de Sub1 dans la transcription par l’ARN Pol II.  
Les autres loci sur lesquels Sub1 est retrouvé correspondent à des régions intergéniques et à 
des gènes non traduits. On y trouve de manière intéressante les LEPTM (loci enriched by the Pol III 
transcription machinery) (Harismendy et al., 2003) qui contiennent les gènes d’ARNt, RDN5, SNR6, 
RPR1 et SCR1, tous transcrits par l’ARN Pol III. Des expériences complémentaires de ChIP couplées à 
des amplifications d’ADN par PCR quantitative confirment la présence de Sub1 sur des gènes de 
classe III. La protéine Sub1 est donc in vivo associée aux gènes de classe III en conditions standard de 
croissance. 
Parmi les gènes transcrits par l’ARN Pol II et occupés par Sub1, on retrouve les ARNsno (pour 
small nucleolar), une trentaine de gènes codant pour des constituants de la paroi cellulaire, des 
gènes d’histones et des gènes codant pour des composants nécessaires à la machinerie de 
traduction, dont notamment une cinquantaine de gènes spécifiant des protéines ribosomiques. De 
manière intéressante, ces gènes auxquels Sub1 est associé correspondent à des gènes importants 
pour la croissance cellulaire. Sub1 pourrait donc réguler directement la croissance cellulaire.  
2.4.2 Sub1 stimule deux étapes de la transcription : l’initiation et la 
réinitiation facilitée 
Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence que Sub1 pouvait avoir sur la transcription 
par l’ARN Pol III in vitro et in vivo.  
Pour cela, nous avons examiné l’effet de Sub1 sur un système de transcription reconstitué in 
vitro avec des facteurs recombinants et l’ARN Pol III purifiée. L’ajout de la protéine Sub1 
recombinante dans ce système de transcription conduit à la stimulation de la transcription spécifique 
d’un gène d’ARNtTyr, d’un gène d’ARNtIleu et du gène RDN5 de l’ARNr 5S. Plus précisément, Sub1 est 
capable de stimuler la transcription in vitro par l’ARN Pol III à deux étapes particulières : l’initiation et 
la réinitiation facilitée. 
En effet, lorsque la transcription par l’ARN Pol III in vitro d’un ARN est limitée par l’absence 
d’un nucléotide dans le milieu réactionnel, la réinitiation n’a pas lieu et seule l’initiation de la 
transcription permet d’aboutir à la synthèse d’un oligomère. Dans ces expériences, l’ajout de Sub1 
recombinant stimule la synthèse de cet oligomère, sans toutefois améliorer la sélection du site 
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d’initiation : plusieurs transcrits de tailles différentes sont obtenus, correspondant à des sites 
d’initiation différents. De plus, des expériences de retard sur gel montrent qu’en présence de Sub1, 
la fixation de TFIIIC sur l’ADN augmente. Sub1 semble également permettre un meilleur recrutement 
de TFIIIB dans le complexe de préinitiation. Sub1 est donc capable de stimuler en particulier l’étape 
d’initiation de la transcription par l’ARN Pol III in vitro (figure 21). 
 
 
Figure 21.  Sub1 interagit directement avec TFIIIB et TFIIIC 
 
Par ailleurs, Sub1 intervient également dans l’étape de réinitiation de la transcription par 
l’ARN Pol III. La transcription de gènes d’ARNt avec le système reconstitué in vitro avec les facteurs 
de transcription recombinants permet de réaliser à peine deux cycles de transcription tandis que 
celle obtenue avec la fraction B’’ (contenant Bdp1 partiellement purifié) permet d’en réaliser au 
moins 15. L’ajout de Sub1 dans le système composé des facteurs recombinant conduit à plus de 20 
cycles de transcription : Sub1, de manière comparable à la fraction B’’, est capable de stimuler la 
réinitiation facilitée in vitro. 
Sub1 pourrait stimuler la réinitiation en stabilisant les facteurs TFIIIC et TFIIIB sur les 
promoteurs des gènes (figure 22). Une fois que l’ARN Pol III termine la transcription et clive l’ARN 
transcrit, elle serait alors immédiatement recyclée et recrutée par les facteurs de transcription déjà 
stabilisés sur les promoteurs. La réinitiation facilitée serait ainsi stimulée. 
 
 




Plusieurs expériences nous montrent que Sub1 s’associe avec des composants de la 
machinerie de transcription. Des western-blot indiquent que Sub1 est présent dans la fraction 
partiellement purifiée B’’. Et des expériences de far-western montrent que Sub1 s’associe non 
seulement avec la sous-unité Bdp1 de TFIIIB et les sous-unités τ95 et τ138 de TFIIIC, mais également 
avec Sub1 lui-même, tout comme PC4 qui est capable de se dimériser (Kretzschmar et al., 1994 ; 
Werten et al., 1998a). 
2.4.3 Sub1 est requis pour une transcription par l’ARN Pol III 
optimale 
Parallèlement à nos expériences réalisées in vitro, nous nous sommes intéressés au  lien in 
vivo entre Sub1 et la machinerie de transcription par l’ARN Pol III. Nous avons analysé l’effet de la 
délétion de SUB1 sur la transcription par l’ARN Pol III dans des levures. Bien que l’inactivation de 
Sub1 n’affecte pas la quantité des ARN totaux des cellules, le marquage des ARN néosynthétisés au 
tritium révèle que la transcription des ARNt diminue d’environ 40% dans la souche sub1 par rapport 
à la souche sauvage. De plus, la transcription du gène SUP4 de l’ARNtTyr à partir d’extraits de la 
souche sub1 est réduite par rapport à une transcription obtenue avec des extraits d’une souche 
sauvage. De même, des expériences d’extension d’amorces (primer extension) réalisées à partir des 
ARN extraits des levures indiquent que la néosynthèse des ARNt est réduite d’environ 35% dans une 
souche délétée pour SUB1 comparée à une souche sauvage.  
Enfin, nous avons étudié l’occupation des facteurs de transcription TFIIIB et TFIIIC sur deux 
gènes de classe III dans une souche sauvage et sub1. Les ChIP réalisées nous indiquent que dans 
une souche dépourvue de Sub1, le facteur TFIIIB est moins présent sur les gènes que dans une 
souche sauvage, alors que l’occupation de TFIIIC sur ces mêmes gènes reste inchangée. Ces résultats 
sont en accord avec les précédentes expériences in vitro qui montrent que Sub1 aiderait TFIIIC à 
recruter TFIIIB sur les gènes de classe III.  
Sub1 est donc requis in vivo pour une transcription par l’ARN Pol III optimale. 
2.4.4 Sub1 est-il impliqué dans la transcription par l’ARN Pol I ? 
Etant donné que Sub1 est un régulateur bien étudié de la transcription par l’ARN Pol II et que 
nous l’avons caractérisé en tant qu’activateur de la transcription par l’ARN Pol III, nous pouvons nous 
demander si Sub1 est également impliqué dans la transcription par l’ARN Pol I. L’occupation du gène 
spécifiant l’ARNr 35S par Sub1 nous le suggère (figure S2 en annexe de l’article). Cependant, le 
marquage des ARN néosynthétisés nous montre que l’ARNr 5,8S est légèrement moins transcrit dans 
une souche dépourvue de Sub1, mais cette expérience ne nous permet pas de détecter une 
différence pour les ARNr 25S et 18S également transcrits par l’ARN Pol I. De plus, les expériences 
d’extension d’amorce à partir d’ARN extraits d’une souche sub1 ne révèlent aucune variation de la 
quantité d’ARNr 35S transcrit. Ces résultats préliminaires n’excluent pas la possibilité que Sub1 soit 
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impliqué dans la transcription par l’ARN Pol I mais ne permettent pas de préciser quel lien pourrait 




Dans cette étude, nous avons mis en évidence que la protéine Sub1, bien qu’elle ne soit pas 
essentielle, est requise pour une transcription par l’ARN Pol III optimale in vivo. Au cours de notre 
étude, nous nous sommes principalement intéressés à la fonction de Sub1 en phase exponentielle de 
croissance. Mais la transcription par l’ARN Pol III peut-elle être régulée via Sub1, dans d’autres 










Interactions de Sub1 et régulation 
de la transcription par l’ARN Pol III 
3.1 Introduction 
A partir du moment où nous avions caractérisé Sub1 comme un activateur de la transcription 
par l’ARN polymérase III dans l’étude consacrée au chapitre précédent, nous nous sommes 
demandés comment replacer cette fonction de Sub1 dans la cellule in vivo. En effet, « quand » et 
« pourquoi » cet activateur, qui n’est pas essentiel à la cellule, est-il nécessaire ? Dans quelles 
conditions et par rapport à quelles voies métaboliques la fonction de Sub1 aurait-elle son 
importance ? Et finalement, avec quels partenaires interagirait-il alors, hors machinerie de 
transcription ?  
 
Au cours de notre recherche de partenaires et de conditions d’étude in vivo de l’activateur 
Sub1, la protéine Maf1 est apparue en candidat de choix : étant à ce jour le seul répresseur général 
connu de la transcription par l’ARN Pol III, il nous a paru intéressant de le comparer à l’activateur 
Sub1. Leur action est-elle directement antagoniste ? Quelles sont les conditions dans lesquelles 
chacun est requis : les mêmes conditions de régulation ou bien des conditions de régulation 
différentes ? Peuvent-ils interagir directement l’un avec l’autre ? 
Dans cette perspective, nous nous intéresserons au comportement des souches délétées 
pour le gène SUB1, pour le gène MAF1 et pour les deux gènes à la fois. L’étude de  ces mutants a été 
réalisée dans des conditions dans lesquelles la transcription, plus particulièrement la transcription 
par l’ARN Pol III, est affectée. Nous avons alors décidé de nous placer dans des conditions mimant 
une carence nutritionnelle ou bien dans des conditions où l’ADN est endommagé, dont l’impact sur la 
transcription par l’ARN Pol III et où l’implication du répresseur Maf1 ont été décrits en introduction. 
Nous avons également choisi d’étudier ces délétions en phase stationnaire de croissance, où le 
répresseur Maf1 et l’activateur Sub1 pourraient réguler la transcription par l’ARN Pol III. 
 
Ensuite, nous nous sommes demandés plus largement avec quels autres partenaires Sub1 
pourrait interagir. Nous connaissons déjà plusieurs autres fonctions de Sub1 et de son orthologue 
PC4 : dans la transcription par l’ARN Pol II,  dans l’osmoréponse, dans la réparation de l’ADN… Mais 
ces autres fonctions de Sub1 sont-elles liées à son activité régulatrice de la transcription par l’ARN Pol 
III ? A partir d’une liste non exhaustive recensant des interactions décrites dans la littérature entre le 
gène SUB1 ou la protéine Sub1 et d’autres gènes ou protéines, nous souhaitions mettre en évidence 
celles qui impliquent la fonction d’activateur de la transcription par l’ARN Pol III de Sub1. 
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 Notre démarche a été de construire des doubles délétants (délétion simultanée du gène du 
partenaire potentiel et du gène SUB1) et d’analyser leur phénotype. Par l’étude de ces doubles 
délétants, nous avons cherché à rattacher la fonction d’activateur de la transcription par l’ARN Pol III 
de Sub1 à des conditions de croissance définies et à discerner les voies métaboliques dans lesquelles 
le régulateur Sub1 pourrait être impliqué.  
3.2 Etude des fonctions respectives de Sub1 et Maf1 dans la 
transcription par l’ARN Pol III 
Dans cette partie, nous nous sommes intéressés au lien potentiel entre l’activateur Sub1 et le 
répresseur Maf1 de la transcription par l’ARN Pol III. Pour cela, des souches haploïdes de levure S. 
cerevisiae ont été délétées pour les gènes SUB1 et MAF1 ainsi que pour les deux gènes à la fois. Nous 
avons étudié dans un premier temps le phénotype de ces souches dans des conditions standard de 
croissance puis dans des conditions de stress. Dans un second temps, nous avons comparé la 
transcription par l’ARN Pol III dans ces mutants. Enfin, nous avons étudié les protéines Sub1 et Maf1 
en essayant d’analyser leurs éventuelles modifications et leur localisation cellulaire dans différentes 
conditions de croissance. 
3.2.1  Croissance des souches sub1, maf1 et sub1 maf1 
De premières observations au microscope indiquent que la forme et la taille des levures 
mutantes semblent similaires à celles de la souche sauvage. Par ailleurs, la croissance des souches 
délétées pour SUB1 et/ou MAF1 en milieu riche est similaire à la croissance de la souche sauvage. 
Toutefois, lorsqu’elles sont incubées à différentes températures ou en présence de certaines 
drogues, les souches mutées peuvent révéler des sensibilités différentes (figure 23).  
 
La croissance des quatre souches sauvage, sub1, maf1 et sub1 maf1 a été observée à 
différentes températures : 16°C, 23°C, 25°C et 37°C en comparaison à la température standard de 
croissance, 30°C. La croissance des quatre souches a également été observée en présence de 
plusieurs drogues susceptibles d’affecter la croissance cellulaire : 
 le 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO), qui est considéré comme un mimétique des UV : il 
cause des lésions à l’ADN en formant des liaisons avec les purines (Kanojia et Vaidya, 
2005), 
 l’hydroxyurée (HU), un inhibiteur de la réplication de l’ADN (Koç et al., 2004), 
 la caféine, une molécule ciblant plusieurs voies métaboliques impliquant généralement 
l’AMPc-phosphodiestérase et TORC1 (Kuranda et al., 2006 ; Wanke et al., 2008), 
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 la rapamycine, qui inhibe spécifiquement TORC1, mimant ainsi une carence en 
nutriments (pour revues, De Virgilio et Loewith, 2006 ; Wullschleger et al., 2006).  
La croissance de la souche sauvage est particulièrement affectée en présence des quatre 
drogues. La croissance de la souche maf1 est similaire à celle de la souche sauvage sauf en caféine 
et en rapamycine, où elle est plus sensible. Cette sensibilité à la rapamycine est en accord avec le fait 
que la protéine Maf1 soit impliquée dans la voie Tor, où TORC1 est la cible de la rapamycine : Maf1, 
en tant que répresseur transcriptionnel, participe à la survie de la cellule en réponse au stress.  
Quant à la souche sub1, elle est non seulement cryosensible et thermosensible, mais est 
également plus sensible que la souche sauvage ou maf1 en présence de 4NQO, caféine et HU. En 
contraste, la souche sub1 est résistante à la rapamycine.   
La souche double mutante sub1 maf1 est également cryosensible et thermosensible, en 
présentant un phénotype intermédiaire à ceux des simples délétants. En 4NQO, la croissance de 
sub1 maf1 est affectée de manière identique à  la souche sub1. En rapamycine et en caféine, la 
souche double délétante est par contre aussi sensible que la souche maf1. Enfin, en présence de 
caféine, la souche sub1 maf1 semble plus sensible que les deux simples délétants. 
 
 
Figure 23.  Croissance des souches de S. cerevisiae délétées pour SUB1 et/ou MAF1 sur 
différents milieux 
Chacune des quatre souches sauvage (souche YPH500), sub1, maf1 et sub1 maf1 a été déposée en 
gouttes soit sur des milieux riches et incubée à différentes températures (16°C, 23°C, 25°C, 30°C ou 37°C), soit 
sur des milieux additionnés de drogues (4NQO, caféine, rapamycine ou hydroxyurée) et incubée à 30°C. 
A travers ces premiers tests phénotypiques, nous pouvons voir que les protéines Sub1 et 
Maf1 interagissent de manière différente et complexe, selon les stress (tableau 2). En présence de 
4NQO, seule la protéine Sub1 semble nécessaire à la réponse au stress. En présence de caféine, la 
souche double délétante accumulerait les défauts des deux simples délétants, suggérant que Sub1 et 
Maf1 participent à la réponse à ce stress, mais chacun dans des cascades de signalisation parallèles. 






4NQO caféine rapamycine HU 
Sub1 impliqué 
Maf1 pas impliqué 
Sub1 et Maf1 
impliqués 
indépendamment 
Sub1 et Maf1 
impliqués dans la 
même voie 
Sub1 et Maf1 
impliqués dans la 
même voie 
Tableau 2.  Maf1 et Sub1 dans la réponse au 4NQO, à la caféine, à la rapamycine et à l’HU 
 
Malheureusement, ces tests de croissance ne nous permettent pas d’établir un lien clair 
général entre les deux protéines Sub1 et Maf1. Comme Sub1 possède plusieurs fonctions différentes 
au sein de la cellule, sa délétion peut entraîner des effets pléiotropiques, ce qui rend l’interprétation 
de ces résultats plus complexes en regard des différentes drogues testées.  
C’est pourquoi nous nous sommes ensuite concentrés sur les phénotypes transcriptionnels de 
ces mutants : comment la transcription par l’ARN Pol III est-elle affectée ? Peut-on replacer 
l’activateur Sub1 et le répresseur Maf1 au sein d’une même cascade de régulation par rapport au 
seul phénotype transcriptionnel ?  
Pour la suite de notre étude, nous avons choisi d’utiliser deux des quatre drogues 
précédentes :  
 la rapamycine, dont on connaît l’effet sur la voie Tor et sur Maf1 (cf. introduction) et qui 
pourrait également impliquer Sub1,  
 le 4NQO, auquel Maf1 ne semble pas réagir au premier abord mais qui pourrait moduler la 
transcription par l’ARN Pol III en tant que mimétique d’un stress aux UV, comme le MMS ou 
l’HU (cf. introduction).  
3.2.2 Comparaison des niveaux de transcrits Pol III dans les souches 
délétées pour SUB1 et/ou MAF1, en 4NQO ou en rapamycine 
Dans l’optique d’étudier le lien entre l’activateur Sub1 et le répresseur Maf1 sur le 
mécanisme de transcription par l’ARN polymérase III, nous nous sommes intéressés aux ARN 
transcrits par l’ARN Pol III dans chacune des quatre souches sauvage, sub1, maf1 et sub1 maf1. 
Nous nous sommes placés dans deux conditions où la transcription par l’ARN Pol III est régulée dans 
la souche sauvage : en rapamycine, mimétique d’une carence en nutriments, et en 4NQO, mimétique 
d’un rayonnement aux UV. Dans ces deux cas, on sait que la transcription est réprimée. 
Deux méthodes expérimentales ont été employées pour observer les ARN transcrits. Tout 
d’abord, quelques ARN transcrits par l’ARN Pol III ont été détectés grâce à des sondes radioactives 
(par northern-blot), parmi les ARN extraits des souches traitées au 4NQO ou à la rapamycine.  
Ensuite, nous avons réalisé un marquage à l’uracile tritié de l’ensemble des ARN néosynthétisés dans 
chacune des souches traitées. 
3.2.2.1 Analyse des ARN transcrits par l’ARN Pol III par détection ciblée 
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A partir des souches de levure S. cerevisiae traitées au 4NQO ou à la rapamycine où SUB1 
et/ou MAF1 ont été délétés, les ARN ont été extraits et analysés par northern-blot : des sondes 
révélant plusieurs formes de précurseurs des ARNtLeu et ARNtIleu (sondes hybridant dans un intron du 
pré-ARNt) ainsi que les transcrits matures de l’ARNtiMet et de l’ARNr 5S ont été utilisées (figure 24). 
 
 
Figure 24.  Détection de transcrits Pol III dans les souches délétées pour le gène SUB1 et/ou 
MAF1 au cours d’un traitement à la rapamycine ou au 4NQO 
Les quatre souches sauvage (YPH500), sub1, maf1 et sub1 maf1 ont été incubées avec de la 
rapamycine à 0,4 mg/mL (panneau A) ou avec du 4NQO à 1 µg/mL (panneau B). Pour chaque souche, des 
cellules ont été prélevées avant ajout de la drogue (temps 0 min), puis après 10 min, 30 min, 60 min et 120 min 
après ajout de la drogue.  Les ARN extraits de chaque prélèvement ont été déposés (à ARN constant) sur un gel 
d’acrylamide puis transférés sur membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée avec différentes 
sondes radioactives révélant les ARN et pré-ARNt indiqués sur la gauche.  




 ont été repérées (signaux fléchés a et b). 
Les étoiles bordées de gris clair indiquent une zone où les extraits ont été mal transférés et les étoiles 
bordées de gris foncé indiquent une légère dégradation des extraits (d’après une observation de la coloration 
globale des ARN au bleu de méthylène). 
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Le signal de l’ARNr 5S, dont on sait que la quantité reste stable dans les cellules, nous sert de 
contrôle de dépôt et de transfert des ARN lors du northern-blot. Un autre contrôle, l’ARNsn U4, 
synthétisé par l’ARN Pol II, a également été détecté (donnée non montrée pour les expériences au 
4NQO) et présente un profil identique à celui de l’ARNr 5S, c’est-à-dire qu’il semble constant dans 
chaque extrait analysé, même s’il est moins abondant. 
L’ARNtiMet est un ARNt particulier : il porte l’acide aminé méthionine qui est nécessaire à 
l’initiation de la traduction des ARNm. L’analyse de ce transcrit ARNtiMet nous intéresse dans la 
mesure où cet ARNtiMet est un facteur limitant du mécanisme traductionnel, donc limitant pour la 
synthèse protéique et la croissance cellulaire. Nous avons souhaité savoir si la transcription de cet 
ARNtiMet était régulée par SUB1 et/ou MAF1 au cours des réponses au stress 4NQO ou rapamycine. 
Dans nos expériences, il semble que le niveau du transcrit ARNtiMet soit constant au cours du temps : 
dans ces conditions de régulation, ni la délétion de SUB1 et ni celle de MAF1 n’influence la 
transcription in vivo de l’ARNtiMet.  
 
Dans les souches sauvage et sub1, alors que les signaux des précurseurs de l’ARNtLeu 
diminuent au cours du traitement à la rapamycine, ils semblent plutôt constants lors du traitement 
au 4NQO. De plus, ces signaux sont plus faibles que ceux des souches maf1 et sub1 maf1 où leur 
signal augmente. Cette observation est similaire au résultat de l’étude d’Upadhya et al., 2002, qui 
étudie entre autres l’effet de la rapamycine, et témoigne du fait que Maf1 soit requis pour la 
répression de la transcription des gènes de ces ARNt dans les deux conditions de stress testées.  
Pour l’ARNtIleu, les niveaux des précurseurs restent plutôt constants en présence de 
rapamycine et diminuent en présence de 4NQO dans les souches sauvage et sub1, à l’inverse de 
l’ARNtLeu. Néanmoins, comme pour l’ARNtLeu, les signaux des transcrits dans les souches maf1 et 
sub1 maf1 augmentent par rapport à ceux des souches sauvage et sub1.  
Une nuance peut donc être apportée suivant les précurseurs d’ARNt observés et selon la 
drogue utilisée.  
 
Ces observations montrent que la transcription de ces ARNt serait réprimée dans les souches 
sauvage et sub1 : le stock des ARNt serait alors soit stable, soit insuffisamment renouvelés et/ou 
dégradés, d’où une diminution des précurseurs.  La néosynthèse de ces deux ARNt n’est, dans ces 
deux souches, plus assurée en conditions de stress. 
Dans les souches délétées pour le gène MAF1, on observe qu’avant l’ajout de l’une ou l’autre 
des drogues (temps 0 min, c’est-à-dire sans aucun traitement), les signaux des précurseurs d’ARNtLeu 
et d’ARNtIleu sont plus élevés que dans la souche sauvage. Cette observation n’a pas été rapportée 
dans d’autres études : est-ce dû aux ARNt étudiés, ou bien au fond génétique différent des souches 
utilisées ? Dans le cas de nos souches, Maf1 pourrait-il déjà réprimer la transcription de deux ARNt 
en conditions standard de croissance ? 
De plus, dans le cas des précurseurs de l’ARNtIIeu, la délétion supplémentaire de SUB1 ajoutée 
à celle de MAF1 rétablit un niveau de signal comparable à celui de la souche sauvage. Dès lors que 
Maf1 n’est pas exprimé, et sans aucun stress, la protéine Sub1 pourrait déjà stimuler la 
néosynthèse de l’ARNtIleu. L’activateur Sub1 serait-il dédié à la transcription de seulement certains et 




En résumé, ces expériences semblent confirmer l’activité de répresseur de Maf1 dans la 
transcription par l’ARN Pol III. Malheureusement, aucun lien clair n’est mis en évidence entre les 
deux régulateurs Sub1 et Maf1 de la transcription par l’ARN polymérase III au cours de ces stress.  
Par ailleurs, ces détections par northern-blot révèlent finalement des différences pour les 
ARNtiMet, ARNtLeu et ARNtIleu étudiés au cours d’un stress. L’étude de si peu de transcrits par northern-
blot s’avère limité pour l’analyse de l’effet transcriptionnel des deux régulateurs. C’est pourquoi nous 
avons par la suite choisi de marquer l’ensemble des ARN néosynthétisés in vivo, à l’uracile tritié. 
3.2.2.2 Analyse des ARN transcrits par l’ARN Pol III par marquage in vivo des 
ARN 
A partir des mêmes souches de S. cerevisiae construites au laboratoire, nous avons procédé 
au marquage des ARN néosynthétisés pendant un certain laps de temps (10 min) après un  
traitement à la rapamycine ou au 4NQO. Les ARN ont ensuite été extraits et séparés sur un gel 
d’acrylamide puis exposés contre un film autoradiographique. Cette méthode donne une vision plus 
globale de la transcription par rapport aux northern-blots : ils nous permettent d’observer l’ensemble 
des ARN néosynthétisés. Sur la figure 25 sont indiqués les signaux correspondants à l’ensemble des 
ARNt et le signal correspondant à l’ARNr 5S néosynthétisés suite au traitement à la rapamycine ou au 
4NQO.  
Dans ces expériences, on observe dans un premier temps que les traitements à la rapamycine 
et au 4NQO conduisent à la répression de la transcription des ARNt et de l’ARNr 5S dans la souche 
sauvage.  
Au cours des deux traitements, la souche délétée pour le gène SUB1 présente une 
néosynthèse de ces transcrits plus faible que pour la souche sauvage, dès le temps 0. Cette 
observation confirme la fonction de Sub1 en tant qu’activateur de la transcription par l’ARN Pol III. 
Au cours des stress, dans la souche sub1, soit l’activité transcriptionnelle par l’ARN Pol III reste plus 
faible que dans une souche sauvage et la répression par les drogues est la même dans les deux 
souches, soit la répression par les drogues  est plus forte dans la souche sub1 que dans la souche 
sauvage.  
Dans la souche maf1, le traitement à la rapamycine ne conduit plus à la répression de la 
transcription des ARNt et de l’ARNr 5S, en accord avec la fonction de répresseur de Maf1. Par contre, 
pendant le traitement au 4NQO, la souche maf1 présente les mêmes signaux que la souche 
sauvage : la transcription par l’ARN Pol III serait quand même réprimée en l’absence de Maf1 au 
cours de ce stress. Dans cette condition, la répression de la transcription par l’ARN Pol III impliquerait 
au moins un répresseur autre que la protéine Maf1. 
De plus, on observe par ces marquages que la délétion de Maf1 ne conduit à aucune variation 
du niveau de transcription au temps 0 par rapport à la souche sauvage : contrairement à ce que 
semblaient indiquer les northern-blots pour deux ARNt, la transcription par l’ARN Pol III de 
l’ensemble des ARNt ne paraît pas affectée en conditions standard de croissance. 
En ce qui concerne la souche double délétante sub1 maf1, la transcription par l’ARN Pol III 
sans aucun stress (temps 0) est aussi forte que dans la souche sauvage et maf1 : la délétion de 
MAF1 en plus de celle de SUB1 semble restaurer le défaut transcriptionnel de sub1. Par ailleurs, au 
cours du traitement à la rapamycine ou au 4NQO, la souche double délétante synthétiserait non 
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seulement plus d’ARNt que la souche sauvage, mais également plus que la souche maf1, au bout de 
40 min de traitement. Ainsi, en rapamycine, la dérépression de la transcription par l’ARN Pol III ne 




Figure 25.  Marquage des ARN néosynthétisés dans les souches délétées pour le gène SUB1 
et/ou MAF1 au cours d’un traitement à la rapamycine ou au 4NQO 
Les quatre souches sauvage (YPH500), sub1, maf1 et sub1 maf1 ont été incubées avec de la 
rapamycine (0,4 mg/mL) ou au 4NQO (0,1 µg/mL). Pour chaque souche, des cellules ont été prélevées avant 
l’ajout de la drogue (temps 0), après 20 min et après 40 min de traitement, puis ont été incubée en présence 
d’uracile tritié pendant 10 min. Les ARN ont ensuite été extraits et déposés (à ARN constant) sur un gel 
d’acrylamide dénaturant pour migration électrophorétique. Le gel contenant les ARN marqués a été exposé 
contre un film autoradiographique dont la révélation correspond aux signaux présentés. Les ARNt et l’ARNr 5S 
sont indiqués par des flèches. 
Finalement, ces marquages in vivo des ARN néosynthétisés nous indiquent que Sub1 et Maf1 
seraient impliqués dans la régulation de la transcription par l’ARN Pol III en conditions de stress sans 
pour autant pouvoir en donner précisément les mécanismes. Ces résultats nous indiquent en plus 
qu’en présence de 4NQO, la répression a lieu via un autre mode d’action n’incluant pas Maf1. 
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3.2.3 Immunodétection des protéines Sub1 et Maf1 dans des 
cellules traitées au 4NQO ou à la rapamycine  
Les protéines Sub1 et Maf1 ont été détectées par immunodétection (western-blot) dans des 
extraits protéiques issus de cellules de la souche sauvage traitées à la rapamycine ou au 4NQO. 
 
 
Figure 26.  Immunodétection de Maf1 dans la souche sauvage traitée à la rapamycine ou au 
4NQO  
Des extraits protéiques (20 µg) issus d’une culture de S. cerevisiae YPH500 traitée 1h à la rapamycine (0,4 
mg/mL) ou au 4NQO (1 µg/mL) ont été déposés sur gel d’acrylamide pour migration électrophorétique puis 
transférés sur membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée avec l’anticorps anti-Maf1. Les bandes 
présentées sont celles correspondant aux différentes formes de Maf1. Les bandes les plus basses 
correspondent aux formes les plus déphosphorylées de Maf1. 
Concernant Sub1, aucune forme différente de la protéine n’a été identifiée dans nos 
conditions expérimentales (données non montrées) : la protéine est détectée en même quantité et 
au même poids moléculaire apparent en rapamycine ou en 4NQO qu’en conditions standard de 
croissance. 
La protéine Maf1 est présente sous plusieurs formes, avec des niveaux de phosphorylation 
distincts (figure 26). En absence de drogue, on observe principalement deux états de 
phosphorylation de Maf1, en quantité équivalente. Après 1h de traitement à la rapamycine, Maf1 
n’est plus qu’essentiellement représenté sous sa forme déphosphorylée, comme il l’avait déjà été 
montré (Oficjalska-Pham et al., 2006). De même, en phase stationnaire de croissance, Maf1 est 
déphosphorylé (donnée non montrée). Par contre, en 4NQO, on n’observe pas de déphosphorylation 
notable de la protéine Maf1, même après 1h de traitement. Ce résultat indique que le répresseur 
Maf1 n’est pas ou peu modifié après un traitement au 4NQO, en accord avec les résultats de 
marquage in vivo qui suggèrent que Maf1 n’est pas impliqué dans la répression de la transcription 
des ARNt dans cette condition. 
 
Comme Maf1 ne semble pas impliqué dans la réponse au 4NQO et qu’aucune variation de la 
protéine Sub1 n’est détecté dans cette même condition, nous nous sommes par la suite attardés sur 
l’effet de la rapamycine seulement. Dans cette condition où nous avons vu que Maf1 régule la 
transcription par l’ARN Pol III, nous avons observé les protéines dans les souches délétées pour l’un 
ou l’autre des deux gènes SUB1 et MAF1.  
Lorsque les souches sont traitées à la rapamycine, Maf1 est progressivement déphosphorylé 
de la même manière dans sub1 que dans la souche sauvage. Et dans la souche maf1, aucune 





Figure 27.  Immunodétection de Sub1 dans les souches sauvage et délétée pour MAF1 au cours 
d’un traitement à la rapamycine 
La souche sauvage et la souche maf1 ont été incubées avec de la rapamycine (0,4 mg/mL). Des cellules ont 
été prélevées avant ajout de rapamycine (temps 0), puis après 10 min, 30 min, et 60 min après ajout. Les 
extraits protéiques (20 µg) de chaque prélèvement ont été déposés sur gel d’acrylamide pour migration 
électrophorétique puis transférés sur membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée avec l’anticorps 
primaire anti-Sub1. 
Ces observations n’excluent cependant pas que Sub1 puisse être modifié au cours d’un stress 
pour moduler son activité régulatrice. D’autres approches expérimentales plus résolutives, telles que 
des gels 2D ou la spectroscopie de masse, seraient nécessaires pour caractériser de manière plus 
précise les éventuelles modifications de Sub1. 
3.2.4 Localisation cellulaire des protéines Sub1 et Maf1 
Dans notre étude des relations existant entre les protéines Sub1 et Maf1, respectivement 
activateur et répresseur de la transcription par l’ARN Pol III, nous nous sommes intéressés à la 
comparaison de leur localisation cellulaire. En effet, en conditions standards de croissance, le 
répresseur Maf1 est majoritairement cytoplasmique, sous sa forme phosphorylée. Par contre, en 
conditions de stress, notamment en phase stationnaire de croissance ou en présence de rapamycine, 
Maf1 est déphosphorylé et importé au noyau. Qu’en est-il de la protéine Sub1 ? La fonction 
régulatrice de Sub1 est-elle corrélée à sa localisation, comme c’est le cas pour Maf1 ? La localisation 
de Sub1 est-elle comparable ou bien distincte de celle de Maf1, bien qu’ils soient liés dans certaines 
conditions comme nous l’avons vu précédemment ? 
Afin d’éclaircir ce point, nous avons d’abord étudié la localisation cellulaire de Sub1. Pour 
cela, nous avons eu recours à la microscopie à fluorescence dans des cellules de levure 
Saccharomyces cerevisiae. La localisation de Sub1 a d’abord été observée en phase exponentielle de 
croissance. Ensuite, nous nous sommes intéressés à la localisation de Sub1 et de Maf1 en conditions 
de stress : en 4NQO et en rapamycine, les deux drogues utilisées dans les expériences précédentes, 
mais également en phase stationnaire de croissance.  
Préalablement à nos expériences, nous avons vérifié que les souches mutantes utilisées 






3.2.4.1  Localisation de Sub1 : la protéine est nucléaire et nucléolaire 
Nous avons réalisé des immunofluorescences sur des levures fixées au formaldéhyde en 
phase exponentielle de croissance (figure 28) : dans une souche sauvage et dans une souche 
Sub1-13myc, la localisation de Sub1 est révélée grâce à des anticorps primaires dirigés 
respectivement contre la protéine Sub1 et contre l’épitope 13myc étiqueté à Sub1. Nous avons 
également utilisé une souche exprimant la Green Fluorescent Protein (GFP) étiquetée à Sub1 (souche 
d’INVITROGEN) pour avoir accès in vivo à la localisation de Sub1 (donnée non montrée). Dans ces trois 
souches, le signal correspondant à Sub1, ponctuel, semble nucléaire. La coloration au DAPI, 
marquant l’ADN nucléaire, nous a permis de confirmer cette hypothèse : les immunofluorescences 
indiquent que le signal de Sub1 est superposable au signal donné par le DAPI. Ce résultat est 
cohérent avec la fonction de régulateur transcriptionnel de Sub1: le noyau est le siège des 
transcriptions, où Sub1 peut interagir avec les machineries de transcription par l’ARN Pol II et III ou 
avec l’ADN lui-même. 
 
 
Figure 28.  Localisation cellulaire de Sub1 par immunofluorescence, dans des cellules en phase 
exponentielle de croissance 
Des cellules des souches de S. cerevisiae sauvage (YPH500), sub1 et exprimant Sub1-13myc ont été 
récoltées en phase exponentielle et incubées avec l’anticorps polyclonal dirigé contre Sub1 (1/500) ou avec 
l’anticorps monoclonal dirigé contre l’épitope 13myc étiqueté à Sub1 (1/500). 1 : cellules en contraste de 
phase ; 2 : ADN marqué au DAPI ; 3 : Sub1 ; 4 : superposition des signaux DAPI (2) et Sub1 (3) ; 5 : superposition 
de toutes les images précédentes. 
Considérant la fonction de régulateur de la transcription par l’ARN Pol III de Sub1, nous avons 
analysé sa localisation cellulaire simultanément avec celle de l’ARN Pol III et du facteur TFIIIC avec 
lesquels nous avons montré qu’il interagit. Des immunofluorescences ont réalisées dans les souches 
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C160-HA et 95-myc, où respectivement la sous-unité C160 de l’ARN Pol III a été étiquetée à trois 
épitopes HA et la sous-unité 95 a été étiquetée à 13 épitopes myc. Dans ces souches, il nous est 
donc possible de détecter à la fois Sub1 et l’ARN Pol III ou bien Sub1 et TFIIIC (figure 29, cadres A et 
C). Les signaux de l’ARN Pol III et TFIIIC sont superposables à ceux de Sub1 et du DAPI : ces 






Figure 29.  Localisation de l’ARN Pol III et de TFIIIC parallèlement à Sub1 et à l’ARN Pol I, dans 
des cellules en phase exponentielle de croissance 
Des cellules de levure de S. cerevisiae exprimant C160-HA ou 95-myc en phase exponentielle de croissance 
ont été incubées avec l’anticorps monoclonal dirigé contre l’épitope HA ou myc, et avec soit l’anticorps 
polyclonal  anti-Sub1 (cadres A et C), soit avec l’anticorps polyclonal dirigé contre la sous-unité A190 de l’ARN 
Pol I située au nucléole (cadre B et D).  
En haut (A), 1 : ADN marqué au DAPI ; 2 : Sub1 ; 3 : C160 (ARN Pol III); 4 : superposition de (1) et (2) ; 5 : 
superposition de (2) et (3) ; 6 : superposition des images précédentes.  
En bas (B), 1 : ADN marqué au DAPI ; 2 : C160 (ARN Pol III) ; 3 : A190 (ARN Pol I) ; 4 : superposition (1) et (2) ; 
5 : superposition (2) et (3) ; 6 : superposition des images précédentes. La souche sauvage a également été 
incubée dans les mêmes conditions en contrôle. 
En haut (C), 1 : ADN marqué au DAPI ; 2 : Sub1 ; 3 : 95 (TFIIIC) ; 4 : superposition du DAPI (1) et de 95 
(TFIIIC) (2) ; 5 : superposition de Sub1 (2) et de 95 (TFIIIC) (3) ; 6 : superposition des images précédentes.  
En bas (D), 1 : ADN marqué au DAPI ; 2 : A190 (ARN Pol I) ; 3 : 95 (TFIIIC) ; 4 : superposition du DAPI (1) et 
de 95 (TFIIIC) (2) ; 5 : superposition de 95 (TFIIIC) (2) et d’A190 (ARN Pol I) (3) ; 6 : superposition des images 
précédentes. La souche sauvage a également été incubée dans les mêmes conditions en contrôle. 
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Remarquablement, au cours de ces expériences d’immunofluorescence, nous avons constaté 
que le signal de Sub1 était également détecté légèrement en dehors du signal du DAPI, et du signal 
de l’ARN Pol III. On sait que le noyau n’est pas entièrement coloré par le DAPI : le colorant marque 
efficacement le nucléoplasme du noyau mais pas le nucléole, zone principalement décrite comme 
étant le siège de la biogenèse des ribosomes. La protéine Sub1 pourrait se situer non seulement au 
nucléoplasme mais également au nucléole du noyau. Dans l’optique de vérifier cette hypothèse, un 
marquage spécifique du nucléole a été réalisé. L’ARN Pol I étant exclusivement nucléolaire (pour 
articles récents, Trumtel et al., 2000 ; Andersen et al., 2005), nous avons utilisé des anticorps dirigés 
contre sa sous-unité A190 pour détecter la position du nucléole. Des immunofluorescences réalisées 
dans la souche Sub1-13myc avec des anticorps anti-A190 et anti-myc permettent la détection à la 
fois de Sub1 et du nucléole, en plus de la coloration nucléoplasmique au DAPI (figure 30). En 
parallèle, dans une souche exprimant C160-HA ou bien τ95-myc, nous avons détecté à la fois l’ARN 
Pol III ou le facteur TFIIIC et le nucléole (figure 29, cadres B et D). Le signal donné par la sous-unité 
A190, marquant le nucléole, est caractérisé par sa forme en croissant qui est adjacente au signal 
donné par le DAPI. La superposition des signaux correspondant au nucléoplasme (DAPI), au nucléole 
(ARN Pol I) et à Sub1 ou bien à l’ARN Pol III ou à TFIIIC montre que Sub1 est présent à la fois au 
nucléoplasme et au nucléole dans la majorité des cellules, mais que l’ARN Pol III et TFIIIC ne sont 
détectés qu’au nucléoplasme  seulement.  
Comme le signal de Sub1 n’apparaissait pas systématiquement et pas toujours de même 
intensité au nucléole, les cellules observées ont été classées en fonction de l’intensité (Ino) du signal 
de Sub1 présent au nucléole, par rapport au maximum d’intensité (Imax) du signal de Sub1 pouvant 
être détecté dans la cellule. Arbitrairement, trois classes de cellules ont été établies sur la base d’un 
échantillon de 50 cellules :  
 55 % des cellules marquées ont leur intensité nucléolaire Ino comprise entre 0,5.Imax et Imax 
(par exemple, sur la figure 30, cellule A en jaune), 
 33 % des cellules marquées ont Ino compris entre 0,1.Imax et 0,5.Imax, 
 12 % des cellules marquées ont Ino compris entre 0 et 0,1.Imax (par exemple, sur la figure 30, 
cellule B en vert). 
Ainsi, de façon remarquable, Sub1 apparaît toujours localisé dans le nucléoplasme mais 
également présent au nucléole dans plus de 80 % des cellules (considérant les deux premières classes 
de cellules). 
Cette localisation nucléolaire de Sub1 est-elle corrélée à sa fonction de régulateur de la 
transcription Pol III ? On sait que chez la levure Saccharomyces cerevisiae, on compte 275 gènes 
d’ARNt (redondants) qui sont dispersés dans tout le génome, mais transcrits en foyers à proximité du 
nucléole (Thompson et al., 2003 ; Haeusler et Engelke 2006 ; Haeusler et al., 2008). Or Sub1 semble 
détecté de manière homogène sur le nucléole et non en foyers à proximité. La transcription seule des 
gènes d’ARNt ne semble donc pas pouvoir expliquer le signal nucléolaire de Sub1. Le gène RDN5 de 
l’ARNr 5S, transcrit par l’ARN Pol III, est présent en 100 à 200 copies au sein des répétitions d’ADNr 
qui sont localisées physiquement au nucléole et transcrites par l’ARN Pol I. La transcription de cet 
ARNr 5S situé aux ADNr est-elle suffisante pour expliquer la présence de Sub1 au nucléole ? Ou bien 
existe-t-il une autre fonction de Sub1 qui puisse expliquer cette localisation nucléolaire ? En effet, 
Sub1 a plusieurs fonctions au sein de la cellule et sa fonction de régulateur de la transcription par 
l’ARN Pol III n’est que l’une d’entre elles. Et le nucléole, bien qu’étant principalement décrit comme 
le siège de la biogenèse des ribosomes et de la synthèse des ARNr par l’ARN Pol I, est un sous-
compartiment du noyau également associé à plusieurs autres fonctions comme la régulation de la 
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mitose, la progression dans le cycle cellulaire, la prolifération et la réponse à plusieurs formes de 
stress (pour revues, Boisvert et al., 2007 ; Boulon et al., 2010). 
 
 
Figure 30.  Localisation de la protéine Sub1 et de l’ARN Pol I, dans des cellules en phase 
exponentielle de croissance 
Des cellules de S. cerevisiae exprimant Sub1-13myc en phase exponentielle de croissance ont été incubées 
avec l’anticorps monoclonal (1/500) dirigé contre l’épitope 13myc et avec l’anticorps polyclonal (1/200) dirigé 
contre la sous-unité A190 de l’ARN polymérase I située au nucléole. En haut, deux cellules où Sub1 est présent 
au nucléole. En bas, champ de cellules : la flèche jaune (A) indique une cellule où Sub1 est présent au nucléole 
et la flèche verte (B) indique une cellule où Sub1 semble absent du nucléole. 1 : cellules en contraste de phase ; 
2 : ADN marqué au DAPI ; 3 : Sub1 ; 4 : ARN Pol I ; 5 : superposition du DAPI (2) et d’A190 (ARN Pol I) (4) ; 6 : 
superposition de Sub1 (3) et d’A190 (ARN Pol I) (4) ; 7 : superposition des images précédentes. 
Par ailleurs, pourquoi Sub1 n’est pas détecté au nucléole dans toute la population de 
cellules ? Il y a seulement environ 10 % des cellules marquées par Sub1 où Sub1 n’est pas au 
nucléole. Cette répartition est-elle liée à une régulation de la protéine Sub1 d’un sous-compartiment 
nucléaire à un autre ? On connaît des cas de régulation par la localisation nucléolaire. Par exemple, le 
silencing (inhibition de l’expression) de gènes peut être médié par leur localisation nucléolaire : des 
gènes sont réprimés s’ils sont à proximité de gènes d’ARNt qui sont regroupés physiquement au 
nucléole (Wang et al., 2005). Un autre exemple de régulation par la localisation nucléolaire est la 
régulation du cycle cellulaire reliée à la séquestration de la phosphatase Cdc14p au nucléole : lorsque 
la phosphatase est relâchée du nucléole, elle impose l’ordre de déphosphorylation des complexes 
cycline-kinase qui amène à la sortie de la mitose (Manzoni et al., 2010). 
Peut-on alors envisager que Sub1 soit lui aussi lié à une régulation par sa localisation 
nucléolaire ? Par la suite, nous nous sommes intéressés à la localisation des deux régulateurs Sub1 et 
Maf1 de la transcription par l’ARN Pol III dans des conditions de régulation. 
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3.2.4.2 Localisation cellulaire de Sub1 et de Maf1 en conditions de stress  
Nous souhaitions comparer la localisation cellulaire de Sub1 par rapport à celle de Maf1, 
notamment en phase stationnaire de croissance et lors d’un traitement à la rapamycine, où les deux 
régulateurs modulent la transcription par l’ARN Pol III. Nous nous sommes également intéressés à la 
localisation de Sub1 par rapport au nucléole en fonction de ces mêmes stress : la localisation 
nucléolaire de la protéine peut-elle varier ? 
 
En absence de stress, la protéine Maf1 est majoritairement cytoplasmique.  Et lorsque les 
cellules sont soumises à un stress comme la rapamycine ou en phase stationnaire de croissance, 
Maf1 se relocalise au noyau (Oficjalska-Pham et al., 2006 ; Roberts et al., 2006). Dans notre étude, 
des immunofluorescences ont été réalisées non seulement dans ces deux conditions mais aussi en 
4NQO (figure 31 et données non montrées). Nous espérions déterminer si la localisation de Sub1 
change, comme celle de Maf1, en réponse à l’un des stress et mieux comprendre la relation entre les 
deux protéines lors de ces stress.  
Lors du traitement au 4NQO, Maf1 ne semble pas être relocalisé au noyau (donnée non 
montrée). Cette observation est en accord avec les marquages in vivo et les western-blots qui 
suggèrent que Maf1 n’est pas impliqué dans la répression transcriptionnelle en réponse au 4NQO. 
Le signal de Sub1 reste localisé au noyau, que la cellule soit stressée ou non : le même signal 
superposable au DAPI est retrouvé après l’ajout de rapamycine ou de 4NQO et en phase stationnaire 
de croissance (figures 31 et 32). Peut-on envisager que le signal de la protéine Sub1 soit différent 
pendant un laps de temps très court après l’ajout des drogues, et que ce signal redevienne nucléaire 
au bout d’une heure de traitement, comme c’est le cas pour PC4 après un dommage de l’ADN ? En 
effet, suite à un traitement au peroxyde d’hydrogène ou à l’HU, PC4 est rapidement et 
transitoirement recruté aux sites d’ADN endommagé (Mortusewicz et al., 2008). Pour essayer de 
répondre à cette question, nous avons comparé les signaux de Maf1 et Sub1 après 10 min et après 
30 min de traitement (données non montrées). Cette expérience ne présente aucune différence 
entre les deux temps observés : Sub1 semble invariablement nucléaire tandis que Maf1 est 
concentré au noyau en présence de rapamycine. Les limitations techniques de cette expérience 
(petite taille des cellules, cellules observées fixées) ne nous permettent toutefois pas d’exclure 
complètement l’hypothèse que Sub1 puisse être relocalisé rapidement et transitoirement en foyers 






Figure 31.  Localisation cellulaire de Sub1 et Maf1 en phase exponentielle et en phase 
stationnaire de croissance 
Des cellules de levure de S. cerevisiae exprimant Sub1-13myc en phase exponentielle (à gauche) et en phase 
stationnaire de croissance (à droite) ont été incubées avec l’anticorps monoclonal dirigé contre l’épitope 
13myc de la protéine Sub1 et avec l’anticorps polyclonal anti-Maf1. 1 : contraste de phase ; 2 : ADN marqué au 
DAPI ; 3 : Sub1 ; 4 : Maf1 ; 5 : superposition DAPI (1) et Sub1 (2) ; 6 : superposition DAPI (1) et Maf1 (3) ; 7 : 
superposition des trois signaux de fluorescence (2), (3) et (4). 
Par la suite, nous nous sommes intéressés à la localisation nucléolaire de Sub1 : peut-on 
observer une variation pertinente de cette localisation nucléolaire dans des cellules soumises à un 
stress, comme c’est le cas pour plusieurs protéines dont la fonction est régulée par rapport à leur 
présence au nucléole (pour revues, Carmo-Fonseca et al., 2000 ; Boisvert et al., 2007 ; Andersen et 
al., 2005) ?  
Dans cette optique, des immunofluorescences nous permettant de détecter à la fois Sub1 et 
le nucléole, via la sous-unité A190 de l’ARN Pol I, ont été réalisés sur des cellules traitées au 4NQO, à 
la rapamycine et dans des cellules en phase stationnaire de croissance. Ces trois conditions 
présentent des résultats similaires.  
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On notera dans les images obtenues que les cellules marquées au DAPI sont plus nombreuses 
que celles marquées par les protéines étudiées. La réalisation des immunofluorescences est moins 
aisée en conditions de stress qu’en phase exponentielle de croissance : les cellules de levure 
présentent une paroi plus épaisse, rendant l’étape de sphéroplastisation moins efficace. Les cellules 
sont donc moins perméables aux anticorps tandis que la molécule de DAPI, de petite taille, 
s’incorpore sans difficulté quasiment systématiquement dans les cellules. 
Le signal de fluorescence détecté pour l’ARN Pol I n’est plus le signal ponctuel (ou en forme 
de croissant) situé en périphérie du nucléoplasme (marqué par le DAPI) comme il apparaît en phase 
exponentielle de croissance (figure 29 et 30). En phase stationnaire de croissance (figure 32, panneau 
A), le signal détecté pour l’ARN Pol I correspond à un signal diffus : le signal est plus intense à une 
zone située en périphérie du nucléoplasme et se diffuse dans le nucléoplasme. En 4NQO et en 
rapamycine (figure 32, panneau B), ce signal se présente sous la forme d’un point plus intense qu’en 
phase stationnaire, également situé en périphérie du nucléoplasme, et qui se diffuse moins dans le 
nucléoplasme que dans des cellules en phase stationnaire. Ces différentes formes du nucléole 
témoignent de sa déstructuration, comme dans l’étude de Qiu et al., 2008. Dans les trois conditions 
testées, le nucléole est donc désorganisé. Ces signaux positionnant l’ARN Pol I nous permettent tout 
de même de situer le nucléole, malgré sa déstructuration, par rapport au nucléoplasme.  
Les images obtenues nous indiquent que Sub1 est toujours nucléaire. Ensuite, par la 
superposition du signal de Sub1 et de celui du nucléole, on constate que la protéine Sub1 ne semble 
pas détectée dans la partie la plus intense du nucléole désorganisé, pour les trois conditions testées. 
Sub1 disparaîtrait-il du nucléole pour ne se retrouver qu’au nucléoplasme ? Malheureusement, les 
images que nous avons obtenues ne nous permettent pas de visualiser finement les signaux de 
fluorescence : les signaux nébuleux peuvent être dus à une mise au point limitée qui ne couvre pas 
toute la profondeur de la cellule. L’utilisation d’un microscope confocal pourrait nous permettre de 
nous affranchir de cet artefact technique, en ne ciblant qu’un plan horizontal restreint et non toute 
la profondeur de la cellule. Nous pourrions ainsi vérifier si Sub1 disparaît du nucléole (de la partie 
intense et/ou de la traînée nucléoplasmique). 
En perspective, la localisation nucléolaire de Sub1 dans une souche délétée pour le 
répresseur Maf1 pourrait être étudiée : l’absence du répresseur modifie-t-elle la localisation de 
l’activateur ? A l’inverse, la délétion de Sub1 peut-elle influencer la localisation de Maf1 : par 







Figure 32.  Localisation cellulaire de Sub1 et de l’ARN Pol I en conditions de stress 
Des cellules de S. cerevisiae exprimant Sub1-13myc en phase stationnaire de croissance (panneau A) ou 
dans des cellules traitées au 4NQO (1 µg/mL) ou à la rapamycine (0.4 mg/mL) (panneau B) ont été incubées 
avec l’anticorps monoclonal dirigé contre l’épitope myc de Sub1 et avec l’anticorps polyclonal dirigé contre la 
sous-unité A190 de l’ARN Pol I située au nucléole. 1 : cellules en contraste de phase ; 2 : ADN marqué au DAPI ; 
3 : Sub1 ; 4 : ARN Pol I ; 5 : superposition DAPI (2) et ARN Pol I (4) ; 6 : superposition Sub1 (3) et ARN Pol I (4) ; 
7 : superposition des images précédentes. 
3.2.5 Conclusion de l’étude de la fonction de Sub1 par rapport à 
Maf1 
Dans cette partie de l’étude de Sub1 par rapport au répresseur Maf1, nous avons réalisé 
plusieurs expériences différentes avec les souches délétées pour SUB1 et/ou MAF1. De premiers 
tests de croissance de ces souches nous indiquent que selon les conditions de stress, Maf1 et Sub1 
peuvent être impliqués différemment. Cependant, ces tests de croissance ne nous permettent pas 
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d’attribuer les phénotypes observés directement à un effet sur la transcription par l’ARN Pol III. C’est 
pourquoi nous nous sommes ensuite tournés vers des expériences de northern-blot et de marquage 
des ARN in vivo, afin d’examiner les ARN transcrits par l’ARN Pol III. En fonction des délétions et des 
stress appliqués, nous avons pu observer que Maf1 intervient dans la répression de la transcription 
par l’ARN Pol III en rapamycine mais pas en réponse au 4NQO. De son côté, les mêmes expériences 
nous indiquent que l’absence de Sub1 conduit à une transcription par l’ARN Pol III encore plus faible 
en conditions de stress. Par la suite, des western-blots réalisés pour Sub1 et Maf1 ne nous pas permis 
de mettre en évidence de lien entre les deux régulateurs. Enfin, nous avons cherché à comparer la 
localisation  cellulaire de Sub1 et Maf1 en conditions de stress, sachant que la localisation de Maf1 
pouvait être corrélée à la répression de la transcription par l’ARN Pol III lorsque les cellules entrent 
en phase stationnaire ou lorsqu’elles sont traitées à la rapamycine. Il a alors été observé que la 
localisation cellulaire de Maf1 ne variait pas suite à un stress au 4NQO, en accord avec nos résultats 
de marquage in vivo des ARN et nos western-blots qui montrent que Maf1 n’est pas le médiateur de 
la répression transcriptionnelle dans cette condition. Nous avons également pu déterminer que Sub1 
est une protéine nucléaire mais nous n’avons pas observé de variation de sa localisation nucléaire en 
fonction des stress étudiés. Nous avons montré que Sub1 était détecté dans le sous-compartiment 
qu’est le nucléole. 
En conclusion, à travers ces expériences, nous n’avons malheureusement pas pu mettre en 
évidence de lien clair entre l’activateur Sub1 et le répresseur Maf1 de la transcription par l’ARN Pol 
III. Dans les conditions testées, les deux régulateurs semblent moduler la transcription par l’ARN Pol 
III de manière complexe. D’autres régulateurs interviendraient également pour réguler cette 




3.3 Construction de double délétants et tests de croissance 
Toujours dans l’optique de repositionner les fonctions de la protéine Sub1 au cœur des voies 
métaboliques de la cellule, nous avons décidé d’étudier les liens fonctionnels éventuels de Sub1 avec 
d’autres familles de gènes. Nous avons étudié les effets phénotypiques de la délétion de SUB1 (pour 
rappel, non essentiel) dans des souches déjà délétées pour un gène dont les fonctions sont déjà 
caractérisées. Dans cette stratégie, les mutants sont étudiés non seulement en conditions standard 
de croissance mais aussi en conditions de stress.  
Nous nous sommes appuyés sur la base de données BioGRID (biological general repository for 
interaction datasets, Stark et al., 2006) qui recense les interactions génétiques ou protéiques de Sub1 
(répertoriés en annexe). Une trentaine de gènes intervenant dans différentes fonctions cellulaires 
ont été sélectionnés dans cette liste, auxquels nous avons par la suite ajouté une dizaine d’autres 
gènes impliqués dans les mêmes fonctions que les candidats choisis (cf. annexe). Nous avons par 
exemple ajouté des gènes intervenant dans la modification de la chromatine. En effet, parmi les 
partenaires potentiels présentés par BioGRID, on retrouve  notamment des protéines du complexe 
de remodelage de la chromatine SWI/SNF (Swi3, Swi4, Snf4), du complexe SET3C de déacétylation 
d’histone Set3, Hos2, Hst1, Sif2 et Snt1), ainsi que des protéines du complexe SAGA d’acétylation 
(Gcn5). Nous avons alors complété notre liste de gènes candidats avec d’autres protéines du 
complexe SET3C (Hos4), d’autres complexes de déacétylation (Hda1, Elp3, Rpd3, Sir2) ou 
d’acétylation (Rtt109).  
Pour réaliser la double délétion de SUB1 avec un autre gène, nous avons utilisé des souches 
déjà délétées qui proviennent de la banque EUROFAN II (d’EUROSCARF). Les double délétants résultent 
donc de la transformation, dans ces mutants de la banque, par une cassette de délétion propre à 
SUB1 construite par PCR selon la méthode de Longtine et al., 1998 (procédure décrite en 5.2.1). Au 
préalable, les simple délétions des mutants de la banque EUROFAN II ont été vérifiées par PCR (à 
l’aide d’une paire d’amorces conçues pour s’hybrider dans le gène supposé délété et d’une paire 
d’amorces conçues pour s’hybrider en amont et en aval de la délétion, soit de part et d’autre du 
marqueur de sélection). Après ces séries de vérification, plusieurs souches de la banque ont été 
rejetées, ramenant alors le nombre de souches déjà délétées pour un des gènes candidats à 
seulement vingt. 
Les transformations de ces vingt mutants, et de la souche sauvage de référence, par la 
cassette de délétion de SUB1 n’ont malheureusement pas toutes été concluantes. En effet, de 
nombreux clones qui ont été récupérés sur le milieu sélectif se sont révélés être de faux positifs de 
transformation (après vérification de la délétion de SUB1 par PCR et par western-blot). Finalement, le 
nombre de souches obtenues doublement délétées, pour SUB1 et pour un autre gène interagissant 
potentiellement avec notre activateur, s’élève à onze. Le fait de ne pas pouvoir obtenir de double 
délétion, même après quatre tentatives de transformation par la cassette, nous laisse supposer que 
certaines double délétions sont peut-être létales. Pour confirmer cette hypothèse, il nous faudrait 
croiser les simple délétants et analyser la viabilité des spores obtenus ou bien réaliser des 
constructions de souches où les gènes ne seraient exprimés que conditionnellement. 





3.3.1 Souches construites 
La liste des gènes pour lesquels nous avons obtenu des double délétants est donnée dans le 
tableau suivant. Ils sont regroupés en plusieurs catégories indiquées dans la première colonne à 




Les double délétants construits sont donc les suivants : asf1 sub1, elp3 sub1, gcn5 
sub1, hos2 sub1, hst1 sub1, kem1 sub1, pcl9 sub1, set3 sub1, sir2 sub1, snf4 
sub1 et srt1 sub1, en plus de la souche BY4741 délétée de la même manière (souche sub1). 
 
3.3.2 Tests de croissance  
La croissance des onze double délétants a été étudiée dans différentes conditions de culture 
et comparée à celle des simple délétants correspondants par des tests de croissance en gouttes 
(figure 33). Les conditions de culture auxquelles nous nous sommes intéressés sont :  
 différentes températures : 16°C, 25°C, 30°C et 37°C, 
 en présence de 4NQO, agent mimétique d’un stress au rayonnement UV, 
 en présence de caféine, dont les effets pléiotropiques affectent plusieurs fonctions cellulaire. 
Catégorie Nomenclature Gène Description Lien avec Sub1
remodelage de la 
chromatine
YJL115W ASF1
Nucleosome assembly factor, involved in chromatin assembly and desassembly, anti-silencing 
protein that causes derepression of silent loci when overrepressed; plays a role in regulating Ty1 
transposition
interaction génétique
acétylation des histones YPL086C ELP3
Subunit of Elongator complex , which is required for modification of obble nucleosides in tRNA; 
exhibits histone acetyltransferase activity that is directed to histones H3 and H4; disruption 
confers resistance to K. lactis zymotoxin
acétylation des histones YGR252W GCN5
Acetyltransferase, acetylates N-terminal lysines on histones H2B and H3; acetylates Rsc4p, a 
subunit of the RSC chromatin-remodeling complex, altering replication stress tolerance; catalytic 
subunit of the ADA and SAGA histone acetyltransferase complexes ; founding member of the 
Gcn5p-related N-acetyltranferase superfamily
interaction génétique
déacétylation des histones YGL194C HOS2
Histone deacetylase required for gene activation via specific deacetylation of lysines in H3 and 
H4 histone tails; subunit of the Set3 complex , a meiotic-specific repressor of sporulation specific 
genes that contains deacetylase activity
interaction génétique
déacétylation des histones YOL068C HST1
NAD(+)-dependent histone deacetylase; essential subunit of the Sum1p/Rfm1p/Hst1p complex 
required for ORC-dependent silencing and mitotic repression; non-essential subunit of the 
Set3C deacetylase complex ; involved in telomere maintenance
interaction génétique 
(suppression de phénotype)
déaacétylation des histones YKR029C SET3
Defining member of the SET3 histone deacetylase complex  which is a meiosis-specific repressor 
of sporulation genes; necessary for efficient transcription by RNAPII; one of two yeast proteins 
that contains both SET and PHD domains
interaction génétique
déacétylation des histones YDL042C SIR2
Conserved NAD+ dependent histone deacetylase  of the Sirtuin family involved in regulation of 
lifespan; plays roles in silencing at HML, HMR, telomeres, and the rDNA locus; negatively 
regulates initiation of DNA replication
phosphorylation YDL179W PCL9
Cyclin, forms a functional kinase complex with Pho85p cyclin-dependent kinase (Cdk) 
expressed in late M/early G1 phase, activated by Swi5p
phosphorylation YGL115W SNF4
Activating gamma subunit of the AMP-activated Snf1p kinase complex  (contains Snf1p and a 
Sip1p/Sip2p/Gal83p family member); activates glucose-repressed genes, represses glucose-
induced genes; role in sporulation, and in peroxisome biogenesis
interaction génétique
phase stationnaire YMR101C SRT1
Cis-phenyltransferase involved in synthesis of long-chain dolichols (19-22 isoprene units; as 
opposed to Rer2p which synthesizes shorter-chain dolichols); localizes to lipid bodies; 
transcription is induced in stationary phase
métabolisme des ARN YGL173C KEM1
Evolutionarily-conserved 5'-3' exonuclease component of cytoplasmic processing (P) bodies 
involved in mRNA decay; plays a role in microtubule-mediated processes, filamentous growth, 





Figure 33.  Croissance des souches de S. cerevisiae délétées pour le gène SUB1 et pour un 
deuxième gène 






) de chaque souche ont été déposées en gouttes sur un 
milieu riche incubé à différentes températures (16°C, 25°C, 30°C et 37°C) ou supplémenté en 4NQO (0,20 
µg/mL) ou en caféine (2 et 5 mM). Les délétions sont indiquées à gauche (surlignées avec les mêmes couleurs 
que dans le tableau en 3.3.1.), les conditions de culture sont indiquées en haut. Le fond génétique des souches 
est BY4741. Les repères en rouge indiquent les souches double délétantes plus sensibles que la souche sub1. 
Les repères en orange indiquent les souches aussi sensibles que sub1.  
Tout d’abord, on remarque que la croissance des souches sauvage et sub1 dans le fond 
génétique BY4741 diffère légèrement de celles dans le fond génétique YPH500 (cf. 3.2.1.). Les 
souches dans le fond génétique BY4741 sont plus résistantes que les souches YPH500, dans toutes les 
conditions testées.  
En condition standard de croissance, à 30°C, on observe qu’aucune souche simple mutante 
n’est affectée. Par contre, parmi les double délétants, on remarque qu’à 30°C les trois souches hos2 
sub1, set3 sub1  et kem1 sub1 ont une croissance affectée (plus sévèrement chez kem1 
sub1) par rapport à la croissance des simple mutants correspondants ou de la souche sauvage. Ces 
résultats indiquent que SUB1 et les gènes HOS2, SET3 et KEM1 sont impliqués dans une voie 
nécessaire à la croissance cellulaire optimale. On observe également que les trois double délétants 
présentent une sensibilité accrue dans toutes les autres conditions testées (toujours plus sévère chez 
kem1 sub1, même si kem1 est déjà plus sensible que sub1). 
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Notons que les protéines Hos2, Set3 et Hst1 font partie du complexe SET3C de déacétylation 
d’histone (Pijnappel et al., 2001). L’effet synthétique des deux délétions de SUB1 et HOS2 ou SET3 
nous indique que ces protéines contribuent ensemble à la croissance optimale de la cellule. Par 
contre, le double délétant hst1 sub1 ne présente que de faibles sensibilités dans quelques 
conditions testées, intermédiaires à celle de la souche sub1 et de hst1. Hst1, qui est une sous-
unité non essentielle du complexe SET3C, ne semble pas intervenir avec Sub1 comme Hos2 et Set3. 
Kem1, quant à lui, possède plusieurs fonctions diverses. Définie originellement comme un 
gène affectant la karyogamie (Kar 1 nuclear fusion defect enhancing mutation) (Kim et al., 1990), 
Kem1 est également présentée comme une exonucléase, sous le nom de Xrn1 (pour 
exoribonucléase) intervenant dans la dégradation des ARNm et dans la dégradation rapide des ARNt 
matures (Long et McNally, 2003 ; Chernyakov et al., 2008). KEM1/XRN1 présente de fortes similarités 
de séquences avec XRN2/TAP1 (pour transcription activator protein 1), un gène dont la forme mutée 
tap1-1 est capable de compenser le défaut de transcription d’un gène d’ARNt muté (Kenna et al., 
1993 ; Di Segni et al., 1993). Kem1 possède-t-il les mêmes propriétés que son paralogue Tap1 ? Dans 
nos test de croissance, la délétion de KEM1 n’est pas létale (contrairement à celle de TAP1) (Di Segni 
et al., 1993). Bien que kem1 soit sensible dans plusieurs conditions testées, le double délétant 
kem1 sub1 semble encore plus affecté. La protéine Sub1 fonctionnerait-elle alors en parallèle de 
Kem1 dans une activité commune de régulation de la transcription d’ARNt ? 
Un autre double délétant dont la croissance est fortement affectée dans quelques conditions 
testées est asf1 sub1. Asf1 (pour anti-silencing function 1) est une chaperonne d’histone 
impliquée dans le remodelage de la chromatine (pour revue, Mousson et al., 2006). Sa fonction dans 
la régulation de l’expression de gènes pourrait  expliquer la sensibilité de la souche asf1 à 
différentes températures. Asf1 est par ailleurs impliqué dans la réponse au dommage à l’ADN (Emili 
et al., 2001 ; Hu et al., 2001), d’où la sensibilité de la souche asf1 observée en présence de 4NQO. 
Par contre, en caféine, la croissance de la souche asf1 sub1 n’apparaît pas plus affectée, ce qui 
nous conduit à penser que ni Asf1, ni Sub1 ne sont impliqués dans la réponse au stress induit par la 
caféine. Ces tests de croissance ne nous permettent pas de mettre en évidence un lien clair entre 
Asf1 et Sub1. De manière intéressante, Asf1 intervient dans la régulation des gènes en modulant 
l’activité acétyltransférase de Rtt109 (pour article récent, Kolonko et al., 2010). Des expériences 
préliminaires dans notre laboratoire montrent par des ChIP qu’Asf1 et Rtt109 occupent les gènes de 
classe III (donnée non montrée). D’autres études nous permettront de caractériser le lien entre ces 
protéines de remodelage de la chromatine et la transcription par l’ARN Pol III. 
Pour les autres double mutants, leur sensibilité semble correspondre la plupart du temps à 
un phénotype intermédiaire à celui des deux simple délétions : les phénotypes attribués à chaque 
simple délétion s’accumuleraient. Et dans le cas du double délétant srt1 sub1, la souche présente 
la même sensibilité que la souche sub1 en présence de 4NQO : on peut supposer que Sub1, mais 
pas Srt1, est impliqué dans la réponse au 4NQO. Aucun lien entre ces gènes testés et SUB1 n’est 





3.4 Perspectives à l’étude des double délétants obtenus 
L’analyse dans nos tests de la croissance des double délétants obtenus nous a permis 
d’écarter des interactions recensées dans BioGRID lors d’études globales (cribles génétiques à grande 
échelle). 
 L’interprétation de nos résultats se révèle complexe et apporte quelques informations entre 
Sub1 et d’autres protéines. Les deux protéines Hos2 et Set3, du complexe Set3C de déacétyléase 
d’histone, semblent intervenir parallèlement à Sub1 pour une croissance optimale de la levure dans 
les conditions que nous avons testées. Il pourrait être intéressant de rechercher un suppresseur du 
phénotype des double mutants hos2 sub1 et set3 sub1, qui se situerait en amont de ces gènes 
et nous permettrait d’identifier la fonction cellulaire affectée par la délétion de ces gènes. 
De manière inattendue, ces tests de croissance nous ont conduit à porter une attention 
particulière à Kem1, qui présente de fortes homologies avec Tap1, une protéine dont une mutation 
est spécifiquement capable de stimuler la transcription d’un gène d’ARNt modifié. L’absence de 
Kem1 affecte la croissance de la levure, notamment en présence de caféine, une drogue aux effets 
pléiotropes. Et la délétion supplémentaire de SUB1 conduit à une sensibilité fortement aggravée en 
conditions standard de croissance. Ce phénotype accentué nous suggère que les deux protéines 
pourraient intervenir dans une fonction essentielle à la croissance de la cellule. Comme Sub1 et 
Kem1 ont chacun de multiples fonctions au cœur de la cellule, nous ne pouvons pas définir dans 
quelle voie de régulation les protéines seraient toutes les deux impliquées. Le fait que Sub1 soit un 
activateur de la transcription par l’ARN Pol III et que Kem1 soit un paralogue de Tap1 nous laisse 
supposer que la transcription par l’ARN Pol III dans la souche kem1 sub1 pourrait être sévèrement 
affectée et expliquer le défaut de croissance observé. Mais nous ne pouvons pas exclure que ce 
phénotype soit dû à défaut dans un autre mécanisme. 
Ainsi, dans le cas de kem mais également d‘autres mutants, il serait intéressant de 
poursuivre leur étude par d’autres analyses, comme un marquage in vivo des ARNt, afin de 
déterminer si certaines des connections observées avec sub1 peuvent influencer la transcription par 







Discussion et perspectives 
Notre laboratoire a longtemps étudié la composition de la machinerie de transcription par 
l’ARN Pol III, révélant progressivement les pièces du puzzle que constitue cette machinerie. En 2006, 
la reconstitution in vitro d’un système de transcription minimal, avec des sous-unités des facteurs 
TFIIIB et TFIIIC toutes recombinantes et avec de l’ARN Pol III hautement purifiée, a représenté une 
avancée majeure pour la compréhension de l’assemblage de la machinerie de transcription. A partir 
de ce système reconstitué in vitro, il nous a été possible d’observer que ce système minimal n’était 
pas optimal, comparé à un système de transcription reconstitué avec des fractions purifiées. Alors, 
comment notre système de transcription peut-il atteindre cet optimum ? 
Au même moment, une protéine capable de réprimer la transcription par l’ARN Pol III in vivo 
a suscité l’intérêt de plusieurs laboratoires : Maf1 est le premier répresseur de la transcription par 
l’ARN Pol III identifié vers lequel convergent de nombreuses voies de signalisation en réponse à un 
stress. 
 L’idée qu’un activateur puisse exister, en contrepartie de ce répresseur, n’est pas nouvelle. 
Comme nous l’avons vu en introduction, quelques stimulateurs de la transcription par l’ARN Pol III 
ont été proposés. Mais l’étude de l’activité stimulatrice de chacun s’avérait complexe. Le fait que 
nous disposions désormais d’un système de transcription in vitro minimal nous a incité à tester l’un 
de ces candidats. L’étude de la protéine Sub1 en tant qu’activateur de la transcription par l’ARN Pol 
III chez Saccharomyces cerevisiae avait alors démarrée. 
Au cours de ce travail, nous avons caractérisé Sub1 en tant qu’activateur, capable de stimuler 
l’initiation et la réinitiation de la transcription par l’ARN Pol III. Nous avons également étudié 
ensemble les deux régulateurs Maf1 et Sub1, l’un répresseur et l’autre activateur. Enfin, nous nous 
sommes demandés dans quelles conditions l’activateur Sub1 pouvait être sollicité : quel est le rôle de 
cette protéine non essentielle au sein de la cellule ?  
Au-delà des résultats et des premières conclusions et discussions qui ont été présentés dans 
les chapitres précédents, d’autres questions ont émergées non seulement par rapport à la 
transcription par l’ARN Pol III et Sub1, mais également par rapport aux régulateurs de la transcription 




4.1 La protéine Sub1, un facteur de transcription complexe 
4.1.1 Sub1 et la transcription par l’ARN Pol III 
Nous avons mis en évidence que Sub1 stimule la transcription par l’ARN Pol III en 
interagissant avec les facteurs TFIIIB et TFIIIC. Nous pouvons nous demander quel est précisément le 
mécanisme d’action de Sub1 in vivo : comment Sub1 recrute-t-il ces facteurs ? Quels domaines de 
chacune des protéines entrent en interaction ? Sous quelles conditions ces interactions sont-elles 
possibles ? 
Sub1 intervient au niveau de l’initiation et de la réinitiation. La protéine peut-elle également 
intervenir au niveau de l’élongation ou de la terminaison de la transcription par l’ARN Pol III ? 
Quelques données suggèrent que Sub1/PC4 participerait à l’élongation de la transcription par 
l’ARN Pol II, en interagissant génétiquement avec TFIIS et Rpb9 (Koyama et al., 2008) et 
physiquement avec des kinases et une phosphatase (Calvo et Manley, 2005 ; Garcia et al., 2010) tous 
impliqués dans l’activité d’élongation de l’ARN Pol II. Peut-on envisager que Sub1 puisse de manière 
équivalente participer à l’élongation de la transcription par l’ARN Pol III ? 
Qu’en est-il de la terminaison ? On sait que PC4 contribue à une terminaison correcte de la 
transcription du gène VA1 (Wang et Roeder, 1998). On peut supposer que Sub1 possède la même 
capacité à conduire à une terminaison précise de la transcription par l’ARN Pol III. 
4.1.2 Sub1 pourrait-il être impliqué la transcription par l’ARN Pol I ? 
Notre étude soulève une autre interrogation : Sub1 pourrait-il également réguler la 
transcription par l’ARN Pol I de tous les ARNr ? 
L’idée que les transcriptions par l’ARN Pol I et III soient coordonnées est soutenue par le fait 
que les deux transcriptions se déroulent au nucléole chez la levure. Chez Saccharomyces cerevisiae, 
les gènes de classe III sont dispersés à travers tout le génome mais physiquement localisés et 
transcrits par l’ARN Pol III au nucléole (près ou bien dans le nucléole) (Thompson et al., 2003 ; 
Haeusler et al., 2006), où sont exclusivement synthétisés les ARNr par l’ARN Pol I. D’ailleurs, ces 
études émettaient l’hypothèse que les composants de la machinerie de transcription par l’ARN Pol III 
soient de ce fait également présents au nucléole. Mais nos expériences d’immunofluorescence nous 
indiquent que l’ARN Pol III et TFIIIC ne sont détectés qu’au nucléoplasme. Nous ne pouvons toutefois 
pas préciser si les composants détectés au nucléoplasme sont assemblés sur des gènes de classe III et 
en train de transcrire ou bien s’ils sont libres et inactifs. Alors Sub1, que nous avons pu détecter au 
nucléole, est-il impliqué également impliqué dans la transcription par l’ARN Pol I ? L’occupation par 
Sub1 du gène de l’ARNr 35S (figure S2 en annexe de l’article) nous le laissait également supposer. 
Mais des expériences préliminaires d’extension d’amorces ciblant des ARNr  transcrits par l’ARN Pol I 
et de marquage in vivo des ARNr néosynthétisés ne nous permettent pas de détecter de variation de 
leur transcription en l’absence de Sub1. Alors, la structure chromatinienne du gène de l’ARNr 35S 
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serait-elle simplement favorable à son occupation par la protéine Sub1 ? Le lien entre Sub1 et la 
transcription par l’ARN Pol I reste à être éclairci.  
Finalement, Sub1 pourrait-il participer aux trois transcriptions par les ARN Pol I, III et III ? De 
manière intéressante, au cours de notre analyse de l’occupation de Sub1 sur le génome, nous avons 
pu détecter Sub1 des gènes transcrits par l’ARN Pol II dont la plupart sont importants pour la 
croissance cellulaire : gènes codant pour des constituants de la paroi cellulaire, gènes d’histones, 
gènes spécifiant des protéines ribosomiques…  Sub1 serait-il un régulateur de la croissance cellulaire, 
par son implication dans les trois types de transcription ? 
4.1.3 Quels sont les domaines fonctionnels de Sub1 ? 
Quelle partie de Sub1 est nécessaire à sa fonction d’activateur de la transcription par l’ARN 
Pol III ? Peut-on considérer que les fonctions de Sub1 dans chacune des deux transcriptions par l’ARN 
Pol II et III nécessitent la même partie de la protéine ? Considérant que PC4 est homologue à la partie 
N-terminale de Sub1, on peut penser que cette région homologue serait celle qui intervient dans les 
fonctions d’activateur transcriptionnel. Quelle est alors la fonction de la partie C-terminale de Sub1, 
qui n’est pas commune à PC4 ?  
Sub1 pourrait utiliser des propriétés similaires à celle de PC4 pour stimuler la transcription 
par l’ARN Pol III. PC4 possède un domaine de liaison à l’ADN (Werten et al., 2006) et son association à 
la chromatine lui permet de réguler l’expression de gènes (Das et al., 2006 ; Das et al., 2010). Alors, 
d’un côté, Sub1 pourrait être positionné sur l’ADN et faciliter ainsi le recrutement des facteurs de 
transcription TFIIIC et TFIIIB sur la chromatine. D’un aute côté, Sub1 pourrait également faciliter 
l’accès des gènes de classe III aux composants de la machinerie de transcription en structurant la 
chromatine, en courbant l’ADN ou en agissant sur son état de consdensation, comme il l’est proposé 
pour PC4. 
Une autre question nous interpelle : Sub1, en tant que stimulateur, est-il lui-même régulé ? 
Pour le moment, nous avons vu que Sub1 était nécessaire à la transcription optimale par l’ARN Pol III 
en conditions standard de croissance. Nous ne pouvons pas exclure que l’activité de Sub1 soit 
modulés au cours de la répression de la transcription, comme par exemple en présence de 
rapamycine ou de 4NQO. La protéine peut-elle être inactivée ? La protéine possède-t-elle des résidus 
particuliers qui seraient la cible d’une régulation de sa fonction, comme c’est le cas chez PC4 (Kaiser 
et al., 1995 ; Jonkers et al., 2006a et b) ? Après avoir interrogé quelques bases de données, dont 
PhophoGRID et PhosphoPep, il apparaît que Sub1 possède quelques sites de phosphorylation. La 
protéine pourrait également porter des acétylations sur ses lysines. Mais pour le moment, des 
expériences préliminaires visant à identifier par RMN des modifications de résidus de la protéine en 




4.2 D’autres conditions de croissance où Sub1 pourrait être 
essentiel ? 
Au cours de notre étude, nous avons testé l’importance de la présence de Sub1 lorsque les 
cellules sont soumises à divers stress : plusieurs températures, en présence de caféine, d’HU et 
surtout de rapamycine et de 4NQO.  
Parallèlement, considérant que la transcription par l’ARN Pol III diminue lorsque les cellules 
entrent en phase stationnaire, nous avons comparé l’occupation par Sub1 des LEPTM, contenant les 
gènes de classe III, en phase exponentielle et en phase stationnaire (figure S3 en annexe de l’article). 
Bien que Sub1 occupe toujours les LEPTM en phase stationnaire, on observe tout de même une 
diminution de l’occupation de Sub1 aux gènes de classe III, similaire à celle publiée pour l’ARN Pol III 
et pour TFIIIB (Oficjalska-Pham et al., 2006). Cette différence de liaison peut-elle expliquer la 
diminution de l’expression des gènes ? Dans ce cas, y a-t-il une corrélation entre la diminution de la 
liaison de Sub1 avec celle des autres composants de la machinerie de transcription ? Et quels 
mécanismes conduisent au départ de Sub1 ? Sachant que Maf1 participe à la répression de la 
transcription par l’ARN Pol III dans ces conditions, peut-il exister un lien entre l’occupation de Sub1 et 
l’activité de répresseur de Maf1 ? 
D’un autre point de vue, il est également intéressant d’aborder l’étude de notre activateur 
dans des conditions où il pourrait être sollicité : par exemple lorsque les cellules sortent d’un état de 
stress. Dans cette optique, nous nous sommes attardés sur la sortie de la phase stationnaire par 
retour à des conditions de croissance favorables. Dans cette situation, nous avons pu remarquer que 
des cellules dépourvues de Sub1 reprennent leur rythme de division avec un délai de quelques 
heures (selon le temps passé en phase stationnaire) par rapport à la souche sauvage, bien qu’elles 
aient un temps de génération identique. Confortés par l’idée que Sub1 soit nécessaire à la reprise 
optimale de la croissance des cellules, nous pourrions approfondir l’étude de la fonction de la 
protéine par rapport aux mécanismes de la sortie de phase stationnaire ou la sortie de stress induits 
par des drogues. 
4.3 Considérations sur l’analyse de la transcription par l’ARN 
Pol III 
4.3.1 Les gènes de classe III sont-ils tous transcrits de manière 
équivalente ? 
Au cours de nos détections d’ARNt par northern-blot, nous avons pu remarquer que les ARNt 
ne se comportaient pas tous de la même manière en réponse à un stress. On remarque également 
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que les LEPTM ne sont pas tous occupés de manière complètement identique par l’ARN Pol III, TFIIIB, 
TFIIIC, ou Sub1 et que lorsque les cellules entrent en phase stationnaire, cette occupation par la 
machinerie de transcription ne varie pas de façon homogène sur l’ensemble des LEPTM (cf. figure S3 
en annexe de l’article, Harismendy et al., 2003 ; Oficjalska-Pham et al., 2006). Pour quelles raisons 
observe-t-on ces différences d’occupation et de transcription entre les gènes de classe III ? Ces 
observations reflètent-elles de réelles différences transcriptionnelles entre les gènes de classe III ? Si 
c’est le cas, la séquence individuelle de chaque gène porte-t-elle une information qui les discrimine 
vis-à-vis de la machinerie de transcription ? Ou bien les séquences adjacentes aux gènes influencent-
elles la transcription de chacun des gènes de classe III ? Hormis le regroupement établi par rapport 
aux trois types de séquences promotrices identifiés, aucun autre regroupement entre les gènes de 
classe III n’apparaît. Nous devons toutefois considérer ces nuances lorsqu’il s’agit d’étudier 
individuellement chaque gène de classe III. C’est pourquoi l’analyse de seulement quelques transcrits 
par northern-blot s’avère complexe. 
4.3.2 Synthèse, maturation, export, dégradation 
Au cours de nos expériences, nous avons cherché à évaluer le niveau de la transcription en 
détectant les ARN synthétisés par l’ARN Pol III.  Les northern-blots et marquage au tritium des ARN 
réalisés nous permettent de visualiser ces ARN. Mais, bien que nous ayons cherché à cibler 
spécifiquement les ARN néosynthétisés, nous ne pouvons pas exclure que les différences de niveau 
d’expression de ces ARN ne soient pas dûes à une variation seule de la synthèse. En effet, la voie de 
biosynthèse des ARNt est assez complexe. Une dérégulation des voies situées en aval de la synthèse 
(figure 34) peut donc amener des différences de niveau d’ARNt naissants qui ne seraient pas 
seulement dûes à une dérégulation de la synhtèse. 
 
 
Figure 34.  Flux simplifié des ARNt dans la cellule chez Saccharomyces cerevisiae  
La transcription des ARNt dans le noyau, puis les pré-ARNt sont exportés dans le cytoplasme via entre 
autres l’exportine Los1. Après l’épissage de l’ARNt (intron en bleu excisé). (D’après Hopper et al., 2010) 
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Ainsi, on sait qu’un défaut de l’export des ARNt peut conduire à l’accumulation de leurs 
précurseurs (pour revue, Hopper et Shaheen, 2008). Alors, à partir de northern-blots, nous ne 
pouvons pas discriminer l’accumulation de ces précurseurs de la stimulation de leur synthèse.  
De même, on peut envisager qu’un défaut de la maturation des ARNt puisse amener un 
déséquilibre dans le flux des ARNt et conduire à l’accumulation des précurseurs non maturés. Tout 
récemment, il a été montré que le répresseur Maf1 est capable d’affecter la maturation des ARNt 
(Karkusiewicz et al., 2011). Ce défaut pourrait-il lui expliquer l’augmentation des précurseurs d’ARNt 
que l’on observe par northern-blot dans nos souches délétées pour MAF1 ? 
De plus, il nous faut considérer les mécanismes de dégradation des ARNt. Lorsque les 
modifications des ARNt sont incorrectes ou insuffisantes (ARNt « hypomodifiés »), ils sont dégradés. 
Deux mécanismes régissent cette dégradation (figure 35) : le RTD (pour rapid tRNA decay) et la 
dégradation par l’exosome et le complexe TRAMP (pour revue, Reinisch et Wolin, 2007 ; Alexandrov 
et al., 2006). Si l’une ou l’autre des deux voies de dégradation venait à être interrompue, le stock des 
précurseurs d’ARNt pourrait considérablement augmenter. Les variations d’ARN que nous détectons 
par northern-blot ou par un marquage au tritium pourraient résulter soit d’un déséquilibre entre 
synthèse et dégradation des transcrits, soit d’une variation de leur synthèse. 
Finalement, la détection des ARN néosynthétisés par l’ARN Pol III dans le but d’évaluer le 




Figure 35.  Les deux voies de dégradation des ARNt 
Les pré-ARNt sont transcrits dans le noyau puis exportés dans le cytoplasme (1) et les ARNt matures sont 
utilisés pour la traduction (2). Suite à des défauts dans les modifications du pré-ARNt, celui-ci peut être dégradé 
par l’exosome et le complexe TRAMP nucléaires (3). Si certaines autres modifications du pré-ARNt n’ont pas 
lieu, laissant un pre-ARNt fonctionnel mais pas complètement mature, celui-ci sera dégradé par le RTD, par 
Xrn1 dans le cytoplasme (4), ou par Rat1 dans le noyau (6) après une ré-importation dans le noyau (6). Le RTD 
peut être inhibé par la présence de pAp (3’-phosphoadénosine 5’-phosphate) régulée par Met22 (7). (D’après 
Phizicky et Hopper, 2010 ; pour revues, Reinisch et Wolin, 2007 ; Alexandrov et al., 2006) 
On remarque que dans le processus de RTD, les deux exonucléases paralogues Xrn1 et Rat1 
ont une fonction majeure. Au cours de nos expériences de double délétion, nous avons pu mettre en 
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évidence un lien entre Xrn1 et Sub1 : chacun des gènes n’est pas essentiel à la levure mais leur 
délétion conjointe affecte très fortement la croissance de la cellule. De manière intéressante, Rat1 
est capable, lorsqu’il est muté, de stimuler la transcription d’un ARNt portant un défaut dans son 
promoteur (Di Segni et al., 1993). Il serait intéressant d’étudier le lien entre Sub1 et Xrn1 : sont-ils 
tous les deux impliqués dans la même voie de régulation de la transcription ?  
4.4 D’autres régulateurs de la transcription par l’ARN Pol 
III ? 
4.4.1 La répression de la transcription par l’ARN Pol III en réponse 
au 4NQO 
En nous intéressant aux effets du 4NQO sur la transcription par l’ARN Pol III, nous nous 
attendions à ce qu’elle soit réprimée, de la même manière qu’avec les autres stress génotoxiques 
recensés dans la littérature (MMS, HU et UV notamment). Chez la levure, Maf1 est le seul répresseur 
identifié à ce jour. Etonnamment, nos expériences nous révèlent que Maf1 n’est pas le principal 
répresseur dans la régulation de la transcription par l’ARN Pol III en réponse au 4NQO : il existerait au 
moins un autre mécanisme impliqué dans cette répression. Une étude de la répression lors des stress 
réplicatifs (Nguyen et al., 2010) suggère également que Maf1 n’est pas le principal répresseur de la 
transcription par l’ARN Pol III. Il existerait donc des mécanismes indépendants de Maf1 capables de 
réprimer la transcription des gènes de classe III et leur identification reste à être élucidée. 
4.4.2 Quels autres mécanismes de régulation de la transcription par 
l’ARN Pol III peuvent exister ?  
Malgré la caractérisation de Sub1 en tant qu’activateur de la transcription par l’ARN Pol III et 
les nombreuses études sur le répresseur Maf1, il ne fait aucun doute que d’autres protéines régulent 
également la transcription. D’ailleurs, parallèlement à nos travaux, une étude a mis en évidence que 
des protéines ribosomales retrouvées dans la fraction activatrice TFIIIE sont capables de stimuler la 
transcription par l’ARN Pol III (Dieci et al., 2009). 
Aujourd’hui, notre laboratoire continue à chercher d’autres régulateurs et d’autres 
approches sont à l’étude. 
 
La régulation de la transcription par l’ARN Pol III représente un mécanisme important pour la 
croissance et la prolifération des cellules, et elle est encore loin d’être complètement décryptée. Les 
ARN transcrits par l’ARN Pol III ont non seulement un rôle considérable dans la synthèse des 
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protéines, mais seraient également des éléments de régulation eux-mêmes. Par exemple, le clivage 
des ARNt peut conduire à une régulation transcriptionnelle en réponse à un stress (Thompson et 
Parker, 2009 ; Thompson et al., 2008). Par ailleurs, la maturation des ARNt seraient également 
contrôlées par les stress (pour article récent, Chan et al., 2010). La régulation de ces autres étapes de 
la vie des ARN transcrits peut-elle influencer la transcription par l’ARN Pol III ?  
Finalement, comme l’écrit Robert White , “Transcription by RNA polymerase III: more 





Chapitre 5  
Procédures expérimentales 
5.1 Méthodes de biologie cellulaire  
5.1.1 Souches de levures Saccharomyces cerevisiae et conditions de 
culture 
Les génotypes et noms des différentes souches de S. cerevisiae utilisées sont indiqués dans le 
tableau 3. 
Tableau 3.  Les souches utilisées et leur génotype 
souche génotype 
YPH500  
(Sikorsky and Hieter, 
1989) 
MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-52 
YPH500 Sub1-13Myc MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-
52, SUB1-13Myc :kanMX6 
YPH500 C160-HA MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-
52, RPC160-3HA :kanMX6 
YPH500 sub1 MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-
52, sub1::KAN 
YPH500 maf1 MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-
52, maf1::URA3 
YPH500 sub1 maf1 MAT, ade2-101, his3-200, leu2-1, lys2-801, trp1-63, ura3-
52, sub1::KAN maf1::URA3 
BY4741 (INVITROGEN) MATa, his3-1, leu2-0, met150, ura30 
Sub1-GFP (INVITROGEN) MATa, his3-1, leu2-0, met150, ura30, SUB1-GFP 
BY4741 sub1 MATa, his3-1, leu2-0, met150, ura30 sub1::HIS3 
Souches de la banque 
EUROFAN II (EUROSCARF) 





Le milieu de culture classique utilisé est le milieu riche Yeast extract Peptone Dextrose (YPD). 
Les cellules de S. cerevisiae sont cultivées à 30°C, et en agitation constante (180 rpm en incubateur 
Infors) lorsque la culture s’effectue en milieu liquide. Les milieux solides contiennent en plus de 
l’agarose. En fonction des caractéristiques génétiques des différentes souches, le milieu riche peut 
être substitué à un milieu appauvri spécifiquement pour un acide aminé.  
Sauf indication contraire, les celulles ont pu être étudiées dans les conditions de culture 
liquide suivantes. 
 Phase exponentielle de croissance : les cellules sont mises en culture liquide pendant au 
moins 3 heures jusqu’à obtention d’une DO600 nm comprise entre 0,5 et 1 (soit entre 5.10
7 et 
108 cellules/mL). 
 Phase stationnaire de croissance : les cellules sont ensemencées en culture liquide et 
laissées à 30°C sous agitation pendant 5 jours. 
 Traitement au 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) : une fois la phase exponentielle atteinte, 
les cellules sont incubées en présence de 4NQO à une concentration finale de 1 µg/mL, à 
30°C sous agitation pendant 1 heure. 
 Traitement à la rapamycine : une fois la phase exponentielle atteinte, les cellules sont 
incubées en présence de rapamycine à une concentration finale de 0,4 mg/mL, à 30°C sous 
agitation pendant 1 heure. 
5.1.2 Transformation de levure 
Pour une transformation de levures, 10 mL de levures en phase exponentielle sont prélevées 
et culottées rapidement par centrifugation (3 min, 4000 rpm). Le culot de cellules est délicatement 
resuspendu dans 1 mL de tampon LiAc/TE (LiAc 100 mM, Tris-HCl  10 mM pH 8, EDTA 1 mM) et les 
cellules sont lavées dans environ 1 mL de LiAc/TE. Les cellules sont finalement resuspendues dans 50 
µL LiAc/TE. 
A ces cellules, on ajoute environ 1 µg ADN, 5 µL d’entraineur à 10 mg/mL (sperme de saumon 
préalablement dénaturé à 90°C pendant 5 min) et 350 µL LiAc/TE/PEG (LiAc/TE, polyéthylèneglycol 
40%), . 
Le tube est incubé à 30°C pendant 30 min avant de procéder à un choc  thermique à 42°C 
pendant 15 min. Les cellules sont ensuite rapidement centrifugées et resuspendues dans 100 µL 
d’eau stérile avant d’être cultivées dans un milieu sélectif approprié.  
5.1.3 Tests de croissance sur milieu solide 
Les souches de levures sont cultivées en milieu YPD jusqu’à la phase exponentielle de 
croissance. Chaque dilution est réalisée dans du milieu YPD liquide à 30°C ; les cultures des souches 
testées sont ramenées à DO600 nm = 10
-1. Ensuite, chacune des souches est diluée au 1/10 
successivement quatre fois (soit, de 10-2 à 10-5). Une goutte (4 µL) de chaque dilution (DO600 nm = 10
-1 
à 10-5) est déposée sur boîte de Pétri contenant du milieu YPD solide. 
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Pour les tests de thermosensibilité, les boîtes sont incubées à 16°C, 25°C, 30°C ou 37°C. Les 
tests avec drogues sont réalisés sur des milieux YPD contenant du 4NQO ou de la rapamycine ou de 
la caféine ou de l’hydroxyurée à différentes concentrations et incubées à 30°C. 
5.1.4 Méthodes d’imagerie 
5.1.4.1 Observation in vivo de la protéine de fusion Sub1-GFP 
Pour chacune des souches Sub1-GFP et BY4741 (souche sauvage), l’équivalent de 108 cellules 
est rapidement lavé dans 1 mL de PBS 1X refroidi (4°C) puis délicatement resuspendu dans 100 µL de 
PBS 1X froid. La suspension est directement montée entre lame et lamelle et observée au 
microscope à fluorescence. 
5.1.4.2 Immunofluorescence 
Entre 5.108 et 2.109 cellules cultivées en YPD sont fixées pendant 20 min par ajout de 
formaldéhyde à 3,7 % final, puis centrifugées (3 min, 4000 rpm) et lavées deux fois dans un tube 
EPPENDORF avec 1 mL de tampon KP-Sorbitol (K2HPO4 15 mM, KH2PO4 35 mM, MgCl2 0,5 mM, sorbitol 
1,2 M). Les cellules sont resuspendues dans 1 mL de KP-Sorbitol et sont conservées à 4°C.  
Les parois des cellules précédemment fixées (200 µL) sont perméabilisées par l’addition de 20 
µL de β mercaptoéthanol et de zymolyase 100T (AMSBIO) à 0,2 mg/mL final, en incubant à 37°C 
pendant 30 à 45 min. Cette étape permet d’obtenir des cellules dont les parois sont partiellement 
digérées, perméables aux anticorps : des sphéroplastes. 
Ces sphéroplastes sont rapidement et délicatement lavés (en les culottant à la centrifugeuse 
de paillasse par des pulses de 10 à 20 s) une fois avec 500 µL de PBS-FG (PBS 1X, gélatine de poisson 
0,4 %), deux fois dans 500 µL de PBS-FGT (PBS-FG, Triton 0,1 %), et une nouvelle fois dans 500 µL de 
PBS-FG. Les cellules sont alors resuspendues dans 50 µL de PBS-FG contenant l’anticorps primaire 
dilué (dilutions : voir tableau 4), et incubées 1h à température ambiante, avec une légère agitation 
du tube EPPENDORF. 
Ensuite, les cellules sont lavées rapidement et doucement une fois avec 500 µL de PBS-FG, 
deux fois dans 500 µL de PBS-FGT, une nouvelle fois dans 500 µL de PBS-FG et finalement 
resuspendues dans 50  µL de PBS-FG contenant l’anticorps secondaire dilué (dilutions : voir tableau 
b). La suspension cellulaire est incubée 1 h à température ambiante et dans l’obscurité, avec une 
légère agitation. 
Les cellules sont lavées rapidement et doucement une fois avec 500 µL de PBS-FG et deux fois 
dans 500 µL de PBS-FGT avant d’être reprises dans 500 µL de PBS-FG auxquels sont ajoutés 5 µL de 
4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI, qui marque l’ADN) à 0,5 µg/µL final. Le mélange est incubé 2 
min à température ambiante, puis les cellules sont lavées une fois avec 500 µL de PBS-FG et 
resuspendues dans 10 µL de PBS 1X.  
























anti-Sub1 (polyclonal, lapin) 1 / 5 000 1 / 500 
anti-Maf1 (polyclonal, lapin) 1 / 10 000 1/500 
anti-myc (9E10, monoclonal, souris) 1 / 10 000 1 / 500 
anti-HA (12CA5, monoclonal, souris) 1 / 10 000 1/200 













anti-souris couplé à la peroxydase 
(PROMEGA) 
1 / 10 000 - 
anti-lapin couplé à la peroxydase 
(PROMEGA) 
1 / 10 000 - 
anti-souris couplé à un fluorochrome 
ALEXA (INVITROGEN) 
- 1 / 100 
anti-lapin couplé à un fluorochrome ALEXA 
(INVITROGEN) 
- 1 / 100 
 
5.1.5 Acquisition d’images 
Les suspensions cellulaires préparées (cf. 2.3.1. ou 2.3.2.) et montées entre lame et lamelle 
sont observées en microscopie à épifluorescence. Le microscope (LEICA, modèle DM RXA) est équipé 
d’un dispositif caméra CCD / ordinateur permettant l’acquisition d’images numériques à l’aide du 
logiciel METAMORPH. Ces images sont ensuite traitées sous PHOTOSHOP (ADOBE), en appliquant les 
mêmes réglages informatiques (contraste, luminosité, niveaux) aux images à comparer entre elles. 
5.2 Méthodes de biologie moléculaire 
5.2.1 Délétion de SUB1 dans les souches de la banque EUROFAN II  
Une cassette de délétion a été construite par PCR suivant la méthode décrite par Longtine et 
al., 1998 en utilisant le plasmide pFA6a-HIS3MX6 et les oligos suivants : 
Amorce F1 : 5’ tttttcgacatatatacaaacacaagcgctatgCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3’ 
Amorce R1 : 5’ tgacataagcaagctcaacttccaggactattaGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3’ 
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(en minuscules, les séquences nucléotiques permettant de spécifier l’amont et l’aval du gène 
SUB1 (+1kb en amont et +1 kb en aval ; en majuscules, les séquences d’amplification du marqueur 
HIS3MX6 contenu dans le plasmide) 
Cette cassette a été ensuite transformée dans les levures pour déléter SUB1 par 
recombinaison homologue. Les clones transformés ont été sélectionnés sur un milieu dépourvu 
d’histidine.  
La délétion de SUB1 a été contrôlée à la fois par PCR (mêmes amorces F1 et R1, amorces 
internes au gène his5+ et amorces en amont et en aval de SUB1) sur l’ADNg des clones sélectionnés 
et par western-blot (anticorps anti-Sub1) sur les extraits protéiques de ces clones. 
5.2.2 Extraction d’ADNg 
A partir d’1 mL de culture de levure, les cellules sont centrifugées dans un tube eppendorf (1 
min, 14000 rpm). Le culot est resuspendu dans environ 100 µL d’eau stérile. On y ajoute 200 L de 
billes acid-washed SIGMA, 200 L de tampon d’extraction (Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 
1 mM, SDS 1%, Triton 2 %) et 200 L de solution PCI (phénol:chloroforme:isoamylique 49,5:49,5:1). 
Le tube est vortexé 6 minutes puis on y ajoute 200 L de TE(Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 
1mM) avant de centrifuger 5 min à 14000 rpm. 
On récupère la phase aqueuse dans un nouveau tube EPPENDORF et on précipite l’ADN en 
ajoutant 1 mL d’éthanol 100 % pendant 1 min à température ambiante. On centrifuge alors 5 min, 
14000 rpm et on sèche le culot d’ADN (au speed-vacuum). 
Le culot d’ADN est finalement resuspendu dans 20 L d’eau stérile. 
5.2.3 Extraction protéique à l’acide trichloroacétique (TCA) 
À partir de 10 mL de levures cultivées à 30°C (DO600 nm = 1), les cellules sont centrifugées (3 
min, 4000 rpm) et le culot est resuspendu dans 200 µL d’acide trichloroacétique (TCA) 20 % 
additionnés de 200 µL de billes de verre (0,17 mm de diamètre) dans un tube EPPENDORF. Les cellules 
sont lysées par vortex (1 min). Le liquide est récupéré dans un nouveau tube EPPENDORF tandis que les 
billes sont rincées deux fois avec 200 µL de TCA 5 % et à nouveau vortexées. Le tout est centrifugé 
5min à 14000 rpm et 4°C. Le culot obtenu, qui contient les protéines précipitées au TCA, est lavé avec 
400 µL de tampon Tris-HCl 1,5 M. pH 8,8. Le culot est repris dans 40 µL de tampon Laemmli pH 8,8. Si 
nécessaire, 1 à 10 µL de Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 sont ajoutés jusqu’à l’obtention d’une coloration 
bleue. La suspension est bouillie (5 min, 95°C), puis centrifugée (5 min, 5000 rpm). Les protéines sont 
quantifiées par la réaction de Bradford (réactif de Bradford (BIO-RAD), lecture à DO595 nm). 
5.2.4 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) et 
immunodétection de protéines (western-blot) 
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Les protéines extraites au TCA et dénaturées sont séparées par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide 10 % dans un tampon de migration glycine 192 mM, Tris 25 mM, SDS 0,1 %. 
Les protéines du gel sont ensuite electro-transférées sur une membrane de nitrocellulose, par 
transfert semi-sec avec un tampon glycine 36 mM, Tris 48 mM, SDS 0,037 %, éthanol 20%. 
La membrane est incubée 30 min dans du tampon PBST-lait (PBS 1X, Tween20 0,1 %, lait 
écrémé 15 %) puis 1 h avec l’anticorps primaire dilué (dilutions : voir tableau 4)) dans du tampon 
PBST (PBS 1X, Tween20 0,1 %). La membrane est ensuite lavée trois fois 5 min avec du PBST et est 
incubée 30 min avec l’anticorps secondaire (dilutions : voir tableau 4) qui est couplé à une 
peroxydase. Après trois autres lavages de 10 min chacun avec du PBST, la fixation des anticorps est 
révélée par autoradiographie en ajoutant un réactif qui est oxydé par la peroxydase (kit ECL 
d’AMERSHAM). 
5.2.5 Extraction des ARN 
A partir d’une culture de levures, 50 mL de cellules sont prélevées et centrifugées (3 min, 
4000 rpm) puis resuspendues dans 500 µL de tampon AE (acétate de sodium pH 5,3 50 mM, EDTA 10 
mM). On y ajoute 50 µL de SDS 10% puis on vortexe. On ajoute ensuite 500 µL de phénol (8-
hydroxyquinolone 0,1% équilibré dans le tampon AE) et on vortexe trois fois 20 secondes  en prenant 
soin de refroidir la suspension entre chaque vortex pendant 20 secondes dans la glace. 
La préparation est ensuite incubée à 65°C pendant 5 min avant d’être congelée dans un 
mélange d’éthanol-carboglace. On laisse ensuite décongeler à température ambiante puis on 
centrifuge 4 min, 14 000 rpm.  450 µL de la phase aqueuse sont prélevés dans un nouveau tube 
EPPENDORF. Les protéines restantes sont extraites en ajoutant 450 µL de PCI 
(phénol:chloroforme:isoamylique 49,5:49,5:1), puis en vortexant 1 min et en centrifugeant 4 min, 
14000 rpm. Dans un nouveau tube, 350 µL de phase aqueuse sont prélevés. 
Les ARN sont alors précipités par ajout de 35 µL d'acétate de sodium pH 5,3, 3 M et de 875 µL 
d'éthanol 100 %, en incubant 30 min à -80°C ou dans un mélange d’éthanol-carboglace. Après une 
centrifugation de 30 min, 14 000 rpm, à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est rincé avec 1 mL 
d'éthanol 80 % refroidi préalablement à-20°C. Le culot est séché à 90°C pendant 5 min, avant de le 
resuspendre dans 50 µL d'eau DEPC (eau traitée au DiEthyl PyroCarbonate) au vortexer et par 
incubation 10 min à 65-70°C pour dissoudre les ARNs. 
5.2.6 Détection d’ARN (northern-blot) 
Les ARN extraits sont séparés par électrophorèse sur un gel d’acrylamide 8 %/urée 7 M 
(tampon de migration : TBE 1X). Les ARN peuvent être colorés dans un bain de BET puis décolorés 
dans un bain de TBE 1X. 
Les ARN du gel sont ensuite electro-transférés sur une membrane de nitrocellulose, par 
transfert semi-sec dans du TBE 1X. Les ARN sont ensuite fixés sur la membrane au ultra-violets 
(Stratalinker, mode « auto-crosslink » à 1200 joules). 
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Les ARN de la membrane peuvent être colorés au bleu de méthylène (bleu methylene : 
0,04% ; acétate de sodium 0,5 M pH 5,2) puis décolorée dans de l’eau. 
La radiodétection d’ARN nécessite la pré-hybridation de la membrane portant les ARN : la 
membrane est incubée à 42°C dans du tampon d’hybridation (Rapid-Hyb Buffer, GE HEALTHCARE) 
pendant au moins 1 h. 
Après préhybridation, la membrane est hybridée à au moins 42°C selon la sonde, dans le 
tampon d’hybridation.  La sonde utilisée pour détecter les ARNt est préparée par kination de 10 pmol 
d’oligonucléotides : 5 à 15 µL d’ ATP sont ajoutés aux oligonucléotides, avec 2 µL de T4 
polynucléotide kinase (PNK), 3 µL de tampon pour la PNK, la kination a lieu à 37°C, 30 min, puis 
l’arrêt de la kinase est opérée par 15 min à 65 °C. La sonde est ensuite purifiée sur une colonne G25, 
en centrifugeant 2 min à 4000 rpm. 
Après l’hybridation par la sonde, la membrane est lavée plusieurs fois (10 min par lavage) 
avec du SSC 6X (en descendant jusqu’à 0,5X), SDS 0,1 % à la température d’hybridation (voire plus), 










Liste des gènes et protéines reliés à Sub1 
La liste des protéines interagissant avec Sub1 provient du Biological General Repository for Interaction Datasets (BioGRID, Stark 
et al., 2006) accessible sur l'internet (requête : "Sub1" / "All organisms"). La description de ces interactants provient de la Saccharomyces 
Genome Database, également accessible sur l'internet. Les gènes surlignés de gris sont ceux sélectionnés pour la double délétion. 
 
  
Liste des protéines reliées à Sub1 
La liste des protéines interagissant avec Sub1 provient du Biological General Repository for Interaction Datasets  (BioGRID, Stark et al., ) accesible sur l 'internet. Requête : "Sub1" / "All organisms".
La description de ces interactants provient de  la Saccharomyces Genome Database , également accessible sur l 'internet.
Les gènes surlignés de gris sont ceux sélectionnés pour la double délétion. 
Nomenclature Gène Description Experiment Type Type d'interaction avec SUB1
YOR141C ARP8 Nuclear actin-related protein involved in chromatin remodeling Phenotypic Enhancement genetic interactions
YJL115W ASF1 Nucleosome assembly factor Negative Genetic genetic interactions
YNL039W BDP1 Essential subunit of RNA polymerase III transcription factor (TFIIIB) Far Western physical interactions
YER155C BEM2
Rho GTPase activating protein (RhoGAP) involved in the control of cytoskeleton organization 
and cellular morphogenesis
Negative Genetic genetic interactions
YNR051C BRE5 Ubiquitin protease cofactor Negative Genetic genetic interactions
YOR026W BUB3
Kinetochore checkpoint WD40 repeat protein that localizes to kinetochores during prophase 
and metaphase
Phenotypic Suppression genetic interactions
YHR114W BZZ1 SH3 domain protein implicated in the regulation of actin polymerization Negative Genetic genetic interactions
YNL161W CBK1 Serine/threonine protein kinase that regulates cell  morphogenesis pathways Negative Genetic genetic interactions
YHR107C CDC12 Component of the septin ring of the mother-bud neck that is required for cytokinesis Negative Genetic genetic interactions
YDL220C CDC13 Single stranded DNA-binding protein found at TG1-3 telomere G-tails Synthetic Growth Defect genetic interactions
YBR160W CDC28 Catalytic subunit of the main cell  cycle cyclin-dependent kinase (CDK) Negative Genetic genetic interactions
YFL009W CDC4 F-box protein required for G1/S and G2/M transition Negative Genetic genetic interactions
YLR103C CDC45 DNA replication initiation factor Synthetic Growth Defect genetic interactions
YGL130W CEG1 Alpha (guanylyltransferase) subunit of the mRNA capping enzyme Negative Genetic genetic interactions
YPL228W CET1 Beta (RNA 5'-triphosphatase) subunit of the mRNA capping enzyme Negative Genetic genetic interactions
YMR198W CIK1 Kinesin-associated protein required for both karyogamy and mitotic spindle organization Negative Genetic genetic interactions
YPL256C CLN2 G1 cyclin involved in regulation of the cell  cycle Negative Genetic genetic interactions
YCR086W CSM1
Nucleolar protein that forms a complex with Lrs4p and then Mam1p at kinetochores during 
meiosis I to mediate accurate homolog segregation
Positive Genetic genetic interactions
YKL002W DID4 Class E Vps protein of the ESCRT-III complex Negative Genetic genetic interactions
YKL213C DOA1 WD repeat protein required for ubiquitin-mediated protein degradation Phenotypic Enhancement genetic interactions
YIR010W DSN1
Essential component of the MIND kinetochore complex (Mtw1p Including Nnf1p-Nsl1p-
Dsn1p) which joins kinetochore subunits contacting DNA to those contacting microtubules
Affinity Capture-MS physical interactions
YGL043W DST1 General transcription elongation factor TFIIS Synthetic Rescue genetic interactions
YPR023C EAF3 Esa1p-associated factor Phenotypic Suppression genetic interactions
YBL047C EDE1 Key endocytic protein involved in a network of interactions with other endocytic proteins Negative Genetic genetic interactions
YHR174W ENO2 Enolase II Negative Genetic genetic interactions
YMR220W ERG8 Phosphomevalonate kinase Negative Genetic genetic interactions
YMR277W FCP1 Carboxy-terminal domain (CTD) phosphatase Synthetic Growth Defect genetic interactions
YDR130C FIN1 Spindle pole body-related intermediate fi lament protein Affinity Capture-Western physical interactions
YGR252W GCN5 Histone acetyltransferase Positive Genetic genetic interactions
YER083C GET2 Subunit of the GET complex Negative Genetic genetic interactions
YEL003W GIM4
Subunit of the heterohexameric cochaperone prefoldin complex which binds specifically to 
cytosolic chaperonin and transfers target proteins to it
Positive Genetic genetic interactions
YNL255C GIS2 Translational activator for mRNAs with internal ribosome entry sites Negative Genetic genetic interactions
YDR331W GPI8
ER membrane glycoprotein subunit of the glycosylphosphatidylinositol transamidase 
complex that adds glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchors to newly synthesized proteins
Positive Genetic genetic interactions
YKR067W GPT2
Glycerol-3-phosphate/dihydroxyacetone phosphate dual substrate-specific sn-1 
acyltransferase located in l ipid particles and the ER
Negative Genetic genetic interactions
YBL032W HEK2 RNA binding protein involved in the asymmetric localization of ASH1 mRNA Affinity Capture-RNA physical interactions
YBR009C HHF1 Histone H4 Phenotypic Enhancement genetic interactions
YBR010W HHT1 Histone H3 Phenotypic Enhancement genetic interactions
YLR113W HOG1
Mitogen-activated protein kinase involved in osmoregulation via three independent 
osmosensors
Synthetic Growth Defect genetic interactions
YGL194C HOS2
Histone deacetylase required for gene activation via specific deacetylation of lysines in H3 
and H4 histone tails
Negative Genetic genetic interactions
YOL068C HST1 NAD(+)-dependent histone deacetylase Phenotypic Suppression genetic interactions
YGL253W HXK2 Hexokinase isoenzyme 2 that catalyzes phosphorylation of glucose in the cytosol Synthetic Rescue genetic interactions
YLR384C IKI3 Subunit of Elongator complex Phenotypic Enhancement genetic interactions
YOL081W IRA2
GTPase-activating protein that negatively regulates RAS by converting it from the GTP- to the 
GDP-bound inactive form
Negative Genetic genetic interactions
YGL173C KEM1
Evolutionarily-conserved 5'-3' exonuclease component of cytoplasmic processing (P) bodies 
involved in mRNA decay
Negative Genetic genetic interactions
YDL108W KIN28 Serine/threonine protein kinase Synthetic Lethality genetic interactions
YOR123C LEO1 Component of the Paf1 complex Phenotypic Enhancement genetic interactions
YHR081W LRP1 Nuclear exosome-associated nucleic acid binding protein Synthetic Lethality genetic interactions
YJL124C LSM1 Lsm (Like Sm) protein Negative Genetic genetic interactions
YNL006W LST8
Protein required for the transport of amino acid permease Gap1p from the Golgi to the cell  
surface
Negative Genetic genetic interactions
YAL024C LTE1 Protein similar to GDP/GTP exchange factors but without detectable GEF activity Synthetic Growth Defect genetic interactions
YNL307C MCK1
Protein serine/threonine/tyrosine (dual-specificity) kinase involved in control of 
chromosome segregation and in regulating entry into meiosis
Dosage Rescue, Negative Geneticgenetic interactions
YOL135C MED7 Subunit of the RNA polymerase II mediator complex Negative Genetic genetic interactions





YJL183W MNN11 Subunit of a Golgi mannosyltransferase complex that also contains Anp1p Negative Genetic genetic interactions
YML128C MSC1 Protein of unknown function Negative Genetic genetic interactions
YGL122C NAB2
Nuclear polyadenylated RNA-binding protein required for nuclear mRNA export and poly(A) 
tail  length control
Affinity Capture-RNA physical interactions
YNL124W NAF1
RNA-binding protein required for the assembly of box H/ACA snoRNPs and thus for pre-rRNA 
processing
Affinity Capture-MS physical interactions
YKR048C NAP1 Protein that interacts with mitotic cyclin Clb2p Negative Genetic genetic interactions
YDR162C NBP2 Protein involved in the HOG (high osmolarity glycerol) pathway Negative Genetic genetic interactions
YPR052C NHP6A High-mobility group (HMG) protein that binds to and remodels nucleosomes Phenotypic Enhancement genetic interactions
YOR209C NPT1 Nicotinate phosphoribosyltransferase Synthetic Growth Defect genetic interactions
YML103C NUP188 Subunit of the nuclear pore complex (NPC) Negative Genetic genetic interactions
YGR119C NUP57 Nucleoporin, essential subunit of the nuclear pore complex (NPC) Negative Genetic genetic interactions
YJR073C OPI3 Phospholipid methyltransferase (methylene-fatty-acyl-phospholipid synthase) Positive Genetic genetic interactions
YLR350W ORM2 Evolutionarily conserved protein Negative Genetic genetic interactions
YJL128C PBS2 MAP kinase kinase that plays a pivotal role in the osmosensing signal-transduction pathway Synthetic Growth Defect genetic interactions
YOR360C PDE2 High-affinity cyclic AMP phosphodiesterase Negative Genetic genetic interactions
YNL097C PHO23 Probable component of the Rpd3 histone deacetylase complex Synthetic Growth Defect, phenotypic enhancementgenetic i tera tions
YPL031C PHO85 Cyclin-dependent kinase Biochemical Activity physical interactions
YML069W POB3 Subunit of the heterodimeric FACT complex (Spt16p-Pob3p) Negative Genetic genetic interactions
YDL102W POL3 Catalytic subunit of DNA polymerase delta Negative Genetic genetic interactions
YJR043C POL32 Third subunit of DNA polymerase delta Synthetic Growth Defect genetic interactions
YJL203W PRP21 Subunit of the SF3a splicing factor complex Negative Genetic genetic interactions
YOR361C PRT1 eIF3b subunit of the core complex of translation initiation factor 3 (eIF3) Positive Genetic genetic interactions
YDR505C PSP1 Asn and gln rich protein of unknown function Negative Genetic genetic interactions
YAL043C PTA1 Subunit of holo-CPF Reconstituted Complex physical interactions
YDL006W PTC1 Type 2C protein phosphatase (PP2C) Negative Genetic, Synthetic Growth Defectgenetic interactions
YNL216W RAP1 DNA-binding protein involved in either activation or repression of transcription Positive Genetic genetic interactions
YEL050C RML2 Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit Negative Genetic genetic interactions
YMR235C RNA1 GTPase activating protein (GAP) for Gsp1p Negative Genetic genetic interactions
YGL044C RNA15
Cleavage and polyadenylation factor I (CF I) component involved in cleavage and 
polyadenylation of mRNA 3' ends
Reconstituted Complex physical interactions
YGL070C RPB9 RNA polymerase II subunit B12 Synthetic Rescue genetic interactions
YDL020C RPN4 Transcription factor that stimulates expression of proteasome genes Phenotypic Enhancement genetic interactions
YNL302C RPS19B Protein component of the small (40S) ribosomal subunit Positive Genetic genetic interactions
YDR289C RTT103
Protein that interacts with exonuclease Rat1p and Rai1p and plays a role in transcription 
termination by RNA polymerase II
Negative Genetic genetic interactions
YLL002W RTT109
Histone acetyltransferase critical for cell  survival in the presence of DNA damage during S 
phase
Negative Genetic genetic interactions
YBR095C RXT2 Subunit of the histone deacetylase Rpd3L complex Phenotypic Enhancement genetic interactions
YMR263W SAP30 Subunit of a histone deacetylase complex Synthetic Growth Defect genetic interactions
YMR272C SCS7 Sphingolipid alpha-hydroxylase Negative Genetic genetic interactions
YIL076W SEC28 Epsilon-COP subunit of the coatomer Negative Genetic genetic interactions
YKR029C SET3
Defining member of the SET3 histone deacetylase complex which is a meiosis-specific 
repressor of sporulation genes
Negative Genetic genetic interactions
YBR103W SIF2 WD40 repeat-containing subunit of the Set3C histone deacetylase complex Phenotypic Enhancement genetic interactions
YOL004W SIN3 Component of the Sin3p-Rpd3p histone deacetylase complex Synthetic Growth Defect genetic interactions
YNL236W SIN4 Subunit of the RNA polymerase II mediator complex Synthetic Growth Defect genetic interactions
YDR088C SLU7 RNA splicing factor Negative Genetic genetic interactions
YBR182C SMP1 Putative transcription factor involved in regulating the response to osmotic stress Synthetic Growth Defect genetic interactions
YGL115W SNF4
Activating gamma subunit of the AMP-activated Snf1p kinase complex (contains Snf1p and a 
Sip1p/Sip2p/Gal83p family member)
Negative Genetic genetic interactions
YCR033W SNT1 Subunit of the Set3C deacetylase complex that interacts directly with the Set3C subunit Negative Genetic genetic interactions
YJR104C SOD1 Cytosolic copper-zinc superoxide dismutase Phenotypic Enhancement genetic interactions
YGL127C SOH1 Subunit of the RNA polymerase II mediator complex Synthetic Growth Defect genetic interactions
YMR117C SPC24
Component of the evolutionarily conserved kinetochore-associated Ndc80 complex (Ndc80p-
Nuf2p-Spc24p-Spc25p)
Synthetic Growth Defect genetic interactions
YEL031W SPF1 P-type ATPase Negative Genetic genetic interactions
YER161C SPT2 Protein involved in negative regulation of transcription Phenotypic Enhancement genetic interactions
YML010W SPT5 Protein involved in regulating Pol I and Pol II transcription and pre-mRNA processing Affinity Capture-MS physical interactions
YLR005W SSL1 Component of the core form of RNA polymerase transcription factor TFIIH Negative Genetic genetic interactions
YLR452C SST2 GTPase-activating protein for Gpa1p Negative Genetic genetic interactions
YNL222W SSU72
Transcription/RNA-processing factor that associates with TFIIB and 
cleavage/polyadenylation factor Pta1p
Negative Genetic genetic interactions
YPR086W SUA7 Transcription factor TFIIB Reconstituted Complex physical interactions
YPR009W SUT2 Putative transcription factor Negative Genetic genetic interactions
YJL187C SWE1 Protein kinase that regulates the G2/M transition by inhibition of Cdc28p kinase activity Biochemical Activity physical interactions
YJL176C SWI3 Subunit of the SWI/SNF chromatin remodeling complex Positive Genetic genetic interactions
YER111C SWI4 DNA binding component of the SBF complex (Swi4p-Swi6p) Phenotypic Enhancement genetic interactions





YBR123C TFC1 One of six subunits of the RNA polymerase III transcription initiation factor complex (TFIIIC) Far Western physical interactions
YAL001C TFC3
Largest of six subunits of the RNA polymerase III transcription initiation factor complex 
(TFIIIC)
Far Western physical interactions
YOL006C TOP1 Topoisomerase I Negative Genetic genetic interactions
YER151C UBP3
Ubiquitin-specific protease that interacts with Bre5p to co-regulate anterograde and 
retrograde transport between the ER and Golgi
Negative Genetic genetic interactions
YER151C UBP3
Ubiquitin-specific protease that interacts with Bre5p to co-regulate anterograde and 
retrograde transport between the ER and Golgi
Phenotypic Enhancement genetic interactions
YNR006W VPS27 Endosomal protein that forms a complex with Hse1p Negative Genetic genetic interactions
YML041C VPS71 Nucleosome-binding component of the SWR1 complex Phenotypic Enhancement genetic interactions
YHR135C YCK1 Palmitoylated plasma membrane-bound casein kinase I isoform Biochemical Activity physical interactions
YLR298C YHC1 Component of the U1 snRNP complex required for pre-mRNA splicing Negative Genetic genetic interactions
YLR262C YPT6 Rab family GTPase Negative Genetic genetic interactions
YGR270W YTA7 Protein that localizes to chromatin and has a role in regulation of histone gene expression Phenotypic Suppression genetic interactions
YPR098C Protein of unknown function Negative Genetic genetic interactions
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Liste des gènes choisis pour la double délétion 
La description des gènes provient de la Saccharomyces Genome Database, accessible sur l’internet. Les gènes surlignés de gris 
sont ceux sélectionnés à partir de la liste BioGRID. 
 
Li es gènes choisis pour la double délétion
La description des gènes provient de  la Saccharomyces Genome Database , accessible sur l 'internet.
Les gènes surlignés de gris sont ceux sélectionnés à partir de la l iste disponible par BioGRID.
Gène Nomenclature Description
1 ASF1 YJL115W
Nucleosome assembly factor, involved in chromatin assembly and disassembly, anti-silencing protein that causes derepression of silent 
loci when overexpressed; plays a role in regulating Ty1 transposition
2 BEM2 YER155C
Rho GTPase activating protein (RhoGAP) involved in the control of cytoskeleton organization and cellular morphogenesis; required for bud 
emergence
3 BRE5 YNR051C
Ubiquitin protease cofactor, forms deubiquitination complex with Ubp3p that coregulates anterograde and retrograde transport between 
the endoplasmic reticulum and Golgi compartments; null is sensitive to brefeldin A
4 CIK1 YMR198W
Kinesin-associated protein required for both karyogamy and mitotic spindle organization, interacts stably and specifically with Kar3p and 
may function to target this kinesin to a specific cellular role; has similarity to Vik1p
5 CKA1 YIL035C
Alpha catalytic subunit of casein kinase 2 (CK2), a Ser/Thr protein kinase with roles in cell  growth and proliferation; CK2, comprised of 
CKA1, CKA2, CKB1 and CKB2, has many substrates including transcription factors and all  RNA polymerases
6 CKA2 YOR061W
Alpha' catalytic subunit of casein kinase 2 (CK2), a Ser/Thr protein kinase with roles in cell  growth and proliferation; CK2, comprised of 
CKA1, CKA2, CKB1 and CKB2, has many substrates including transcription factors and all  RNA polymerase
7 CKB1 YGL019W
Beta regulatory subunit of casein kinase 2 (CK2), a Ser/Thr protein kinase with roles in cell  growth and proliferation; CK2, comprised of 
CKA1, CKA2, CKB1 and CKB2, has many substrates including transcription factors and all  RNA polymerases
8 CKB2 YOR039W
Beta' regulatory subunit of casein kinase 2 (CK2), a Ser/Thr protein kinase with roles in cell  growth and proliferation; CK2, comprised of 
CKA1, CKA2, CKB1 and CKB2, has many substrates including transcription factors and all  RNA polymerase
9 CLN2 YPL256C
G1 cyclin involved in regulation of the cell  cycle; activates Cdc28p kinase to promote the G1 to S phase transition; late G1 specific 
expression depends on transcription factor complexes, MBF (Swi6p-Mbp1p) and SBF (Swi6p-Swi4p)
10 ELP3 YPL086C
Subunit of Elongator complex, which is required for modification of wobble nucleosides in tRNA; exhibits histone acetyltransferase activity 
that is directed to histones H3 and H4; disruption confers resistance to K. lactis zymotoxin
11 GCN5 YGR252W
Acetyltransferase, modifies N-terminal lysines on histones H2B and H3; acetylates Rsc4p, a subunit of the RSC chromatin-remodeling 
complex, altering replication stress tolerance; catalytic subunit of the ADA and SAGA histone acetyltransferase complexes; founding 
member of the Gcn5p-related N-acetyltransferase superfamily; mutant displays reduced transcription elongation in the G-less-based run-
12 GET2 YER083C
Subunit of the GET complex; involved in insertion of proteins into the ER membrane; required for the retrieval of HDEL proteins from the 
Golgi to the ER in an ERD2 dependent fashion and for meiotic nuclear division
13 HDA1 YNL021W
Putative catalytic subunit of a class II histone deacetylase complex that also contains Hda2p and Hda3p; Hda1p interacts with the Hda2p-
Hda3p subcomplex to form an active tetramer; deletion increases histone H2B, H3 and H4 acetylation
14 HHT1 YBR010W
Histone H3, core histone protein required for chromatin assembly, part of heterochromatin-mediated telomeric and HM silencing; one of 
two identical histone H3 proteins (see HHT2); regulated by acetylation, methylation, and phosphorylation
15 HHT2 YNL031C
Histone H3, core histone protein required for chromatin assembly, part of heterochromatin-mediated telomeric and HM silencing; one of 
two identical histone H3 proteins (see HHT1); regulated by acetylation, methylation, and phosphorylation
16 HOS2 YGL194C
Histone deacetylase required for gene activation via specific deacetylation of lysines in H3 and H4 histone tails; subunit of the Set3 
complex, a meiotic-specific repressor of sporulation specific genes that contains deacetylase activity
17 HOS4 YIL112W
Subunit of the Set3 complex, which is a meiotic-specific repressor of sporulation specific genes that contains deacetylase activity; 
potential Cdc28p substrate
18 HST1 YOL068C
NAD(+)-dependent histone deacetylase; essential subunit of the Sum1p/Rfm1p/Hst1p complex required for ORC-dependent silencing and 
mitotic repression; non-essential subunit of the Set3C deacetylase complex; involved in telomere maintenance
19 HTZ1 YOL012C
Histone variant H2AZ, exchanged for histone H2A in nucleosomes by the SWR1 complex; involved in transcriptional regulation through 
prevention of the spread of silent heterochromatin
20 HXK2 YGL253W
Hexokinase isoenzyme 2 that catalyzes phosphorylation of glucose in the cytosol; predominant hexokinase during growth on glucose; 
functions in the nucleus to repress expression of HXK1 and GLK1 and to induce expression of its own gene
21 KEM1 YGL173C
Evolutionarily-conserved 5'-3' exonuclease component of cytoplasmic processing (P) bodies involved in mRNA decay; plays a role in 
microtubule-mediated processes, fi lamentous growth, ribosomal RNA maturation, and telomere maintenance
22 MCK1 YNL307C
Protein serine/threonine/tyrosine (dual-specificity) kinase involved in control of chromosome segregation and in regulating entry into 
meiosis; related to mammalian glycogen synthase kinases of the GSK-3 family
23 MSC1 YML128C
Protein of unknown function; mutant is defective in directing meiotic recombination events to homologous chromatids; the authentic, non-
tagged protein is detected in highly purified mitochondria and is phosphorylated
24 NAP1 YKR048C
Protein that interacts with mitotic cyclin Clb2p; required for the regulation of microtubule dynamics during mitosis; controls bud 
morphogenesis; involved in the transport of H2A and H2B histones to the nucleus; phosphorylated by CK2
25 NHP6A YPR052C
High-mobility group (HMG) protein that binds to and remodels nucleosomes; involved in recruiting FACT and other chromatin remodelling 
complexes to the chromosomes; functionally redundant with Nhp6Bp; homologous to mammalian HMGB1 and HMGB2
26 PCL9 YDL179W
Cyclin, forms a functional kinase complex with Pho85p cyclin-dependent kinase (Cdk), expressed in late M/early G1 phase, activated by 
Swi5p
27 POL32 YJR043C
Third subunit of DNA polymerase delta, involved in chromosomal DNA replication; required for error-prone DNA synthesis in the presence 
of DNA damage and processivity; interacts with Hys2p, PCNA (Pol30p), and Pol1p
28 RAD51 YER095W
Strand exchange protein, forms a helical fi lament with DNA that searches for homology; involved in the recombinational repair of double-
strand breaks in DNA during vegetative growth and meiosis; homolog of Dmc1p and bacterial RecA protein
29 RAD9 YDR217C
DNA damage-dependent checkpoint protein, required for cell-cycle arrest in G1/S, intra-S, and G2/M; transmits checkpoint signal by 
activating Rad53p and Chk1p; hyperphosphorylated by Mec1p and Tel1p; potential Cdc28p substrate
30 RPD3 YNL330C
Histone deacetylase; regulates transcription, silencing, and other processes by influencing chromatin remodeling; forms at least two 
different complexes which have distinct functions and members
31 RTT109 YLL002W
Histone acetyltransferase critical for cell  survival in the presence of DNA damage during S phase; acetylates H3-K56 and H3-K9; involved in 
non-homologous end joining and in regulation of Ty1 transposition; interacts physically with Vps75p
32 SAS3 YBL052C
Histone acetyltransferase catalytic subunit of NuA3 complex that acetylates histone H3, involved in transcriptional silencing; homolog of 
the mammalian MOZ proto-oncogene; mutant has aneuploidy tolerance; sas3gcn5 double mutation is lethal
33 SET3 YKR029C
Defining member of the SET3 histone deacetylase complex which is a meiosis-specific repressor of sporulation genes; necessary for 
efficient transcription by RNAPII; one of two yeast proteins that contains both SET and PHD domains
34 SIR2 YDL042C
Conserved NAD+ dependent histone deacetylase of the Sirtuin family involved in regulation of l ifespan; plays roles in silencing at HML, 
HMR, telomeres, and the rDNA locus; negatively regulates initiation of DNA replication
35 SNF4 YGL115W
Activating gamma subunit of the AMP-activated Snf1p kinase complex (contains Snf1p and a Sip1p/Sip2p/Gal83p family member); 
activates glucose-repressed genes, represses glucose-induced genes; role in sporulation, and peroxisome biogenesis
36 SNT1 YCR033W
Subunit of the Set3C deacetylase complex that interacts directly with the Set3C subunit, Sif2p; putative DNA-binding protein; mutant has 
increased aneuploidy tolerance
37 SRT1 YMR101C
Cis-prenyltransferase involved in synthesis of long-chain dolichols (19-22 isoprene units; as opposed to Rer2p which synthesizes shorter-
chain dolichols); localizes to l ipid bodies; transcription is induced during stationary phase
38 SWE1 YJL187C
Protein kinase that regulates the G2/M transition by inhibition of Cdc28p kinase activity; localizes to the nucleus and to the daughter side 
of the mother-bud neck; homolog of S. pombe Wee1p; potential Cdc28p substrate
39 TOP1 YOL006C
Topoisomerase I, nuclear enzyme that relieves torsional strain in DNA by cleaving and re-sealing the phosphodiester backbone; relaxes 
both positively and negatively supercoiled DNA; functions in replication, transcription, and recombination
40 TOR1 YJR066W
PIK-related protein kinase and rapamycin target; subunit of TORC1, a complex that controls growth in response to nutrients by regulating 
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Caractérisation de la régulation de la transcription par l’ARN polymérase III chez Saccharomyces 
cerevisiae 
Résumé 
L’ARN polymérase III synthétise de nombreux petits ARN non traduits, dont les ARNt et l’ARNr 5S, 
essentiels à la croissance de toute cellule. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à la 
régulation de la transcription par l’ARN polymérase III chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Nous 
avons détecté Sub1 sur les gènes de classe III in vivo. Nous avons également observé que Sub1 est 
capable de stimuler la transcription par l’ARN III reconstituée in vitro avec les facteurs TFIIIB et TFIIIC 
recombinants et avec l’ARN Pol III purifiée. Sub1 stimule deux étapes de la transcription : l’initiation 
et la réinitiation facilitée. Des expériences supplémentaires nous montrent que la protéine interagit 
directement avec TFIIIB et TFIIIC. Enfin, nous avons pu constater que la délétion de Sub1 dans la 
levure conduit à une diminution de la transcription par l’ARN Pol III en phase exponentielle de 
croissance. Par la suite, nous avons cherché à déterminer quel lien pouvait exister entre l’activateur 
Sub1 et le répresseur Maf1 de la transcription par l’ARN Pol III. Enfin, nous avons également souhaité 
identifier d’autres éléments pouvant interagir avec la protéine Sub1 au cours de sa fonction de 
régulateur. 
Mots-clefs : Sub1, ARN polymérase III, Maf1, Régulation de la transcription 
 
Characterization of RNA polymerase III transcription regulation in Saccharomyces cerevisiae 
Abstract 
RNA polymerase III synthetizes many small untranslated RNA, including tRNA and 5S rRNA which are 
essential to cell growth. In this work, we took an interest in RNA polymerase III transcription 
regulation in the baker’s yeast, Saccharomyces cerevisiae. We have detected Sub1 on all class III 
genes in vivo. We also observed that Sub1 is able to stimulate RNA polymerase III transcription which 
has been reconstituted in vitro with TFIIIB et TFIIIC recombinants factors and purified RNA 
polymerase III. Sub1 stimulates two steps of RNA polymerase III transcription : initiation and 
facilitated reinitiation. Supplementary experiments established that Sub1 directly interacts with 
TFIIIB and TFIIIC transcription factors. Finally, we showed that Sub1 deletion in yeast leads to a 
decrease in RNA polymerase III transcription during exponential phase. Then, we tried to determine 
which link could exist between Sub1, the activator, and Maf1, the repressor of RNA polymerase III 
transcription. Furthermore, we attempted to identify other elements which could interact with Sub1 
during transcription regulation.  
Keywords : Sub1, RNA polymerase III, Maf1, transcription regulation 
 
 
